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1. Einleitung 
 
Clusterin ist ein Protein mit einer Vielzahl verschiedener Namen. Es wird unter 
anderem auch als Apolipoprotein J, Testosterone-repressed prostate message-2 oder 
sulfatiertes Glycoprotein-2 bezeichnet. Sein Vorkommen ist ubiquitär und es ist in allen 
Körperflüssigkeiten des Menschen zu finden.  
Clusterin ist in die verschiedensten physiologischen Prozesse involviert. Es scheint eine 
Rolle bei Zelladhäsionen und Zell-Zell-Interaktionen, Stabilisierung von geschädigten 
Proteinen, Membranrecycling und -umbau, Zellmatrixbildung, Fetttransport, 
Spermareifung und Immunregulation zu spielen (Pucci et al. 2004; Shannan et al. 2005). 
Darüber hinaus wird die Clusterin-Expression bei der Involution von Geweben, die mit 
dem Auftreten von Apoptose einhergeht, gesteigert (Scaltriti et al. 2004).  
   
Das Gen ist auf Chromosom 8 lokalisiert. Es enthält acht Introns und neun Exons und 
umfasst 17 Kilobasen (O’Sullivan et al. 2003). 
Durch die sehr komplexen Vorgänge bei der Genexpression des Clusterins, 
insbesondere der Prozessierung des Präproteins, entstehen verschiedene Isoformen des 
Clusterin-Proteins, die in unterschiedlichen Zellkompartimenten zu finden sind. Zum 
einen ist eine proapoptotische Isoform des Clusterins im Zellkern zu detektieren 
(nukleäres Clusterin, nCLU). Zum anderen ist sekretorisches Clusterin (sCLU), 
welches zum Überleben der Zelle beiträgt, also antiapoptotisch wirkt, im Zytoplasma 
der Zelle zu beobachten. Das sCLU wird auch sezerniert und ist im Extrazellulärraum 
wiederzufinden (Shannan et al. 2005).  
Die Entstehung dieser verschiedenen Isoformen des Clusterin-Proteins wird 
zurückgeführt auf alternatives Splicen der mRNA, wodurch zwei unterschiedliche 
mRNA-Transkripte für das Clusterin-Protein vorliegen. Diese können dann auch noch 
unterschiedlich prozessiert und modifiziert werden.   
Zur Synthese des sekretorischen Clusterins (sCLU) wird die Clusterin-mRNA in seiner 
gesamten Länge translatiert. Für die Proteinbiosynthese des nukleären Clusterins 
(nCLU) hingegen wird aus der Clusterin-mRNA das Exon II herausgeschnitten und die 
Exons I und III werden zusammengesplict. Das Exon II, welches also dem mRNA-
Transkript für das nCLU fehlt, enthält ein erstes AUG-Codon zum Translationsstart. 
Außerdem codiert es für eine Sequenz, die das Protein zum endoplasmatischen 
Reticulum (ENR) lotsen kann, ein sogenanntes „ENR-Leader-Peptid“. Aufgrund des 
1. Einleitung 2
fehlenden Exons II ist das AUG-Codon in Exon III die erstmögliche 
Translationsstartstelle im mRNA-Transkript für das nCLU (Leskov et al. 2003).  
 
Wird nun zur Synthese des sCLU die Clusterin-mRNA in seiner gesamten Länge, 
beginnend am AUG-Codon in Exon II, translatiert, so entsteht ein 449 Aminosäuren 
umfassendes Protein. Dieses ist mit einem Molekulargewicht von 60 kDa noch 
unglykosyliert und ungeschnitten. Durch das in Exon II codierte „ENR-Leader-Peptid“ 
wird die Vorläuferform des sCLU zum ENR gelenkt (Abb. 1). Im ENR und auch im 
Golgi-Apparat wird es an insgesamt 6 Stellen glykosyliert. Außerdem wird es im Golgi-
Apparat proteolytisch in eine α- und eine β-Untereinheit (beide etwa 40 kDa) 
geschnitten, die über 5 Disulfidbrücken zusammengehalten werden. Das nun je nach 
Grad der Glykosylierung 76-80 kDa schwere fertige sCLU wird in Granula innerhalb 
des Zytoplasmas gelagert und über Exozytose in den extrazellulären Raum sezerniert 
(Pucci et al. 2004; Leskov et al. 2003; O’Sullivan et al. 2003). 
 
Das kürzere mRNA-Transkript zur Synthese des nCLU soll konstitutiv in MCF-7-
Zellen hergestellt werden, macht aber nur einen sehr kleinen Anteil an der gesamten 
Clusterin-mRNA aus. Es wird translatiert zu einem 49 kDa schweren Protein, welches 
wegen des fehlenden „ENR-Leader-Peptid“ nicht zum ENR und zum Golgi-Apparat 
transportiert wird. So bleibt die Glykosylierung sowie das proteolytische Schneiden in 
eine α- und eine β-Kette aus. Dieses 49 kDa schwere Vorläuferprotein des nCLU liegt 
scheinbar inaktiv im Zytoplasma. Durch zytostatische und proapoptotische Behandlung 
kann eine Translokation des nCLU aus dem Zytoplasma in den Zellkern hervorgerufen 
werden. Vermutlich bewirken zytostatische Substanzen wie Somatostatin (SST) und 
zytotoxische Substanzen wie Transforming Growth Factor-β (TGF-β) und ionisierende 
Strahlen eine posttranslationelle Modifikation, die die unreife 49 kDa schwere 
Vorläuferform des nCLU in das reife 55 kDa schwere nCLU umwandeln. Dieses kann 
schließlich die Kernmembran passieren. Sobald es im Kern liegt, kann es 
proapoptotisch wirken. Es hemmt Zellwachstum und Überleben. Die Aktivierung des 
nCLU steht in Verbindung mit Zell-Zyklus-Arrest und Zelltodinduktion. Eine verstärkte 
Expression des nCLU resultiert in signifikanter Wachstumshemmung, Caspase-3-
unabhängiger Apoptose und Letalität (Leskov et al. 2003; Shannan et al. 2005; Pucci et 
al. 2004). Das Gegenteil wird bewirkt durch das sCLU. Diese Isoform fördert das 
Überleben der Zellen (Pajak & Orzechowski 2006).    
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Abbildung 1: Prozessierung der verschiedenen Vorläuferformen des Clusterin-Proteins 
 
Eine Theorie zu den molekularen Wirkmechanismen der beiden Clusterin-Isoformen 
wurde von  Ranney et al. (2007) entwickelt. Ihre experimentellen Befunde legen nahe, 
dass nCLU an das Ku70, ein an der DNA-Reparatur beteiligtes Protein, bindet. Durch 
die Bindung von nCLU wird die Wirkung von Ku70 inhibiert, wodurch die DNA-
Reparatur verhindert und in Folge der apoptotische Zelltod induziert wird.  
Das sCLU wirkt indirekt antiapoptotisch. sCLU bindet und inaktiviert Bax, ein 
proapoptotisch wirkendes Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie, welches zusammen mit 
dem Protein Bak zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das 
Zytoplasma führt. Dadurch wird Caspase 3 aktiviert und die Apoptose ausgelöst.  
Dieser Signaltransduktionsweg wird durch die Bindung von Bax an sCLU unterbunden.       
 
Die Clusterin-Gen-Produkte sind also Mediatoren sowohl der Zell-Zyklus-Progression 
als auch des Zelltods, weshalb sie in den Fokus der Krebsforschung geraten sind. 
Studien belegen eine verstärkte Expression des sCLU in verschiedenen menschlichen 
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Malignomen, z.B. der Blase, der Niere, der Prostata, des Kolon, der Brust und der 
Lunge (Shannan et al. 2005).  
In Kolon-Karzinomen korreliert die verstärkte Expression des sCLU direkt mit der 
Tumorprogression und dem metastatischen Potential: Während in gesunder Kolon-
Mukosa noch ein großer Anteil nCLU detektiert werden kann, verschiebt sich das 
Verhältnis zu Gunsten des sCLU in Kolon-Adenomen. In aggressiven, metastasierenden 
Kolon-Karzinomen ist es zu einem vollständigen Verlust des nCLU gekommen, wobei 
das sCLU verstärkt expremiert wird. Vielleicht kann die Überexpression des sCLU in 
Zukunft ein prognostischer Marker für die Aggressivität von Kolon-Karzinomen oder 
ein Biomarker für deren Diagnose werden (Pucci et al. 2004). 
 
Neuen Studien zufolge korreliert auch bei Mamma-Karzinomen die Expression des 
sCLU mit der Therapieresistenz. Das Überleben der Tumorzellen scheint durch die 
gesteigerte Expression des sCLU und den Verlust des nCLU begünstigt zu werden. 
Deshalb wird das sCLU in Zukunft möglicherweise eine wichtige Rolle als 
prognostischer Indikator in der Entstehung und der Progression von Mamma-
Karzinomen spielen. 
Die Untersuchungen von Redondo und Villar aus dem Jahre 2000 zeigen, dass die 
verstärkte Expression des Clusterin-Gens eng assoziiert ist mit den verschiedenen 
Stufen der Tumorprogression in der menschlichen Brust. Ihrer Studie zufolge bilden nur 
19 % der gutartigen Brusttumoren sCLU, während es in In-situ-Karzinomen 49 % sind. 
In 53 % der Zellen invasiver Mamma-Karzinome und in 80 % der Zellen 
metastasierender Mamma-Karzinome wird sCLU expremiert. Die Überexpression von 
sCLU bewirkt einen Überlebensvorteil. Sie steigert das metastatische Potential von 
Mamma-Karzinom-Zellen und beschleunigt auch die Metastasierung in Prostata-
Karzinomen (Zierau et al. 2004). Außerdem konnten Redondo und Villar eine positive 
Korrelation zwischen der sCLU-Expression und der Tumorgröße in der menschlichen 
Brust demonstrieren. Zierau et al. konnten zeigen, dass die Expression des sCLU mit 
der Tumorgröße und der Resistenz auf zytotoxische Zusätze in Prostata-Karzinom-
Zellen korreliert. Die gesteigerte sCLU-Expression lässt die Zellen länger leben und 
wirkt ihrem Absterben entgegen. Clusterin könnte also zu einem wichtigen Indikator für 
die Aggressivität nicht nur von Mamma-Tumoren werden.         
 
Die erhöhte Expression von sCLU in menschlichen Krebszellen kann eine Resistenz 
gegen verschiedene in der Krebstherapie verwendete Medikamente hervorrufen (So et 
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al. 2005). So fördert eine sCLU-Überexpression z.B. das Überleben von Zellen nach 
einer Behandlung mit Doxorubicin (Mallory et al. 2005). In solchen Zellen verfolgt man 
das Ziel, die Expression von sCLU zu supprimieren, um diese Resistenzen zu beseitigen 
und die Empfindlichkeit gegenüber den Therapeutika zu steigern.  
Zu diesem Zweck wird derzeit die Substanz OGX-011 in verschiedenen klinischen 
Studien untersucht. Bei OGX-011 handelt es sich um ein sequenz-spezifisches 2’-
Methoxyethyl Antisense Oligonukleotid gegen Clusterin (Chi et al. 2008). Es ist 
komplementär zur Clusterin-mRNA und hemmt die Clusterin-Expression in vitro und in 
vivo. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass durch OGX-011 der Effekt 
verschiedener Chemotherapeutika gesteigert wird. Klinische Studien belegen, dass 
OGX-011 eine reduzierte Clusterin-Expression in verschiedenen Tumoren vermittelt 
(Chi et al. 2008). Auch in MCF-7- und MDA-MB-231-Mamma-Karzinom-Zellen kann 
durch OGX-011 die sCLU-Expression vermindert und dadurch die Empfindlichkeit 
gegenüber dem Chemotherapeutikum Paclitaxel gesteigert werden (So et al. 2005). 
Allerdings darf die Expression des nCLU in den Tumorzellen durch solche Substanzen 
nicht beeinträchtigt werden, da dies wie bereits erläutert zu einer Zytoprotektion führen 
würde. Dieses Problem besteht bei der Substanz OGX-011 aber nicht. Da OGX-011 
spezifisch das erste AUG-Codon in der Clusterin-mRNA erkennt, hemmt es die 
Translation der Clusterin-mRNA in seiner gesamten Länge und reduziert damit nur die 
Synthese des sCLU, nicht aber die des nCLU. Das nCLU kann in Zellen, die mit OGX-
011 behandelt wurden, nach wie vor gebildet werden (So et al. 2005). Medikamente, die 
spezifisch die sCLU-Expression supprimieren, könnten also vielversprechende 
Werkzeuge der Krebstherapie werden (Leskov et al. 2003; Pucci et al. 2004; Shannan et 
al. 2005).    
 
Aufgrund dieser Zusammenhänge widmet sich diese Dissertation der Regulation der 
Clusterin-Genexpression in MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen. Diese Zellen 
entstammen Adenokarzinomen der menschlichen Brust und wurden bei Patienten mit 
Lungenmetastasen aus den Pleurapunktaten gewonnen.  
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Kultivierung der humanen MCF-7- und MDA-MB-231-
Brustkrebszelllinien 
 
Bei den im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Zellen handelt es sich um die 
humanen MCF-7- und MDA-MB-231-Brustkrebszelllinien, die von der ATCC 
(American Type Culture Collection) via PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 
bezogen wurden. Während der Kultivierung der Zellen in den Plastikkulturflaschen 
(Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland) wurde das Medium alle 2-3 Tage 
gewechselt. Die Medienzusätze für die jeweilige Zelllinie sind den Tabellen 1 und 2 zu 
entnehmen.  
 
 
Tabelle 1: Medium und Medien-Zusätze für die MDA-MB-231-Zellen 
 
 
Medium Menge Hersteller Katalognummer 
    
    
DMEM high Gluc 50 ml c.c.pro FM-13-L 
    
    
Zusätze Menge Hersteller  
    
    
FCS 5 ml c.c.pro S15M 
    
    
L-Glutamin 0,5 ml GIBCO™ 25030024 
    
    
PSF 0,5 ml GIBCO™ 15240062 
    
 
 
 
Tabelle 2: Medium und Medien-Zusätze für die MCF-7-Zellen 
 
 
Medium Menge Hersteller Katalognummer 
    
    
DMEM 50 ml c.c.pro FM-80-L 
    
    
Zusätze Menge Hersteller  
    
    
FCS 5 ml c.c.pro S15M 
    
    
L-Glutamin 0,5 ml GIBCO™ 25030024 
    
    
D-Glucose 0,125 g GIBCO™ 15023021 
    
    
PSF 500 µl GIBCO™ 15240062 
    
    
Insulin 125 µl GIBCO™ 12585014 
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Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 90 % erreicht hatten, wurden sie passagiert. 
Hierzu wurde 10×-Trypsin  mit steril filtriertem HBSS (beides von c.c.pro, 
Neustadt/W., Deutschland) 1:10 verdünnt.  
Der Mediumüberstand wurde abgesaugt und verworfen. Die Zellen wurden zweimal mit 
dem steril filtrierten HBSS gespült, um restliches FCS zu entfernen. Zum Ablösen der 
adherent wachsenden Zellen wurde 1×-Trypsin hinzugegeben und für 3 bis 5 Minuten 
im Inkubator bei 37°C in einer mit 5 % CO2 angereicherten feuchten Luftatmopshäre 
(NAPCO-Inkubator, Labotect Beratung Logistik TechnikGmbH Göttingen, 
Deutschland) inkubiert. Die Zellen nahmen während des Ablösens eine unter dem 
Mikroskop sichtbare runde Gestalt an. Die losgelösten Zellen wurden in ein 
Falconröhrchen (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) überführt. Die noch in der 
Plastikkulturflasche verbliebenen Zellen wurden nun in 20 %iges FCS-Medium 
aufgenommen. Diese Lösung wurde anschließend zum Beenden der Trypsinwirkung 
auch in das Falconröhrchen umgefüllt. Nach einer Zentrifugation von 10 Minuten bei 
700 rpm wurde der Überstand abgesaugt, die Zellen in frischem Komplettmedium 
resuspendiert und für die immunhistochemischen Versuche neu ausgesät.  
Folgten biochemische und/oder molekularbiologische Analysen, wurde das Pellet in 
1,5 ml PBS (BiochromAG, Berlin, Deutschland) gespült, in ein kleines Eppendorfgefäß 
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) überführt und bei 700 rpm für 10 Minuten 
zentrifugiert.  
Für die Western Blot-Analyse wurden die Zellen nach dem Absaugen des PBS in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -40°C bis zur weiteren 
Aufarbeitung gelagert. 
Zur RNA-Isolierung wurde nach dem Entfernen des PBS das Zellpellet in einem 
Gemisch aus 400 µl Lysispuffer (Roche, Mannheim, Deutschland) und 200 µl PBS 
aufgenommen, gevortext und bei -40°C gelagert.   
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2.2. Experimente mit den kultivierten Brustkrebszellen 
 
2.2.1. Kultivierung und Aufarbeitung für die molekularbiologischen,    
proteinbiochemischen und immunhistochemischen Analysen 
 
2.2.1.1. Studien mit unterschiedlichen Gestagenen 
 
In dem folgenden Experiment ist die Wirkung von Estradiol (E2) und drei 
verschiedenen Gestagenen auf die Clusterin-mRNA- und Protein-Expression von MCF-
7- und MDA-MB-231-Zellen untersucht worden. Hierzu wurden beide Zelllinien mit E2 
(10-8 M, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) alleine, E2 (10-8 M) 
und Medroxyprogesteronacetat (MPA, 10-6 M, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland), E2 (10-8 M) und R5020 (10-6 M), E2 (10-8 M) und 1×10-6 M 
Megestrol-Acetat (MegAc, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 
und mit E2 (10-8 M) und 5×10-6 M MegAc für 96 Stunden behandelt (Abb. 2). Als 
Kontrolle dienten Zellen, die nur mit dem Vehikel Alkohol in einer Konzentration von 
0,1 % behandelt wurden. 
 
 
Abbildung 2: Versuchsschema zur Untersuchung der Clusterin-mRNA- und -Protein-Expression unter 
dem Einfluss verschiedener Gestagene mittels Real-Time RT-PCR und Western Blot-Analytik 
 
Mittels Real-Time RT-PCR und Western Blot ist der Einfluss der verschiedenen 
Gestagene auf die Clusterin-mRNA- und -Protein-Expression an 3  bis 4 verschiedenen 
Passagen der beiden Zelllinien untersucht worden.  
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2.2.1.2. Studien mit unterschiedlichen Trichostatin A-Inkubationszeiten 
 
Außerdem wurde in einem weiteren Versuch beiden Zelllinien der 
Histondeacetylase(HDAC)-Inhibitor Trichostatin A (TSA, Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim, Deutschland) in einer konstanten Dosierung von 0,5 µM/L für 12, 
24, 48, 72 und 96 Stunden gegeben. Bei der Untersuchung der Clusterin-mRNA-
Expression wurde zur Kontrolle eine für 96 Stunden mit Ethanol (0,1% v/v) behandelte 
Probe mitgeführt. Dazu wurden die Zellen aus einer 75 cm2 großen Plastikkulturflasche 
in 6 nur 25 cm2 große Flaschen überführt und entsprechend dem Versuchsschema in 
Tabelle 3 behandelt.  
 
Tabelle 3: Behandlungsschema der Zellen zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher TSA-
Inkubationszeiten auf die Clusterin-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-PCR (blau: EtOH-
Behandlung, rot: TSA-Behandlung) 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 
96 h  
96 h  
 72 h  
 48 h  
 24 h  
 
 
 
 
Medium ohne 
TSA-/ Vehikel-
Zusatz 
 
 12 h 
 
Wie dem Schema in Tabelle 3 zu entnehmen ist, wurde für die Untersuchung der 
Clusterin-mRNA-Expression nach 5 Tagen der Abbruch des Versuchs an allen 6 
Flaschen gleichzeitig vollzogen.  
 
Dieses Zeitexperiment ist in modifizierter Form (Tab. 4) für die Clusterin-Protein-
Expression durchgeführt worden. 
 
Tabelle 4: Behandlungsschema der Zellen zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher 
TSA-Inkubationszeiten auf die Clusterin-Protein-Expression mittels Western Blot-Analytik (blau: 
EtOH-Behandlung, rot: TSA-Behandlung) 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 
12 h    
12 h     
24 h    
24 h    
48 h   
48 h   
72 h  
 
 
Medium ohne  
TSA-/Vehikel-
Zusatz 
 
 
72 h  
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Wie Tabelle 4 zu entnehmen ist, erhielten die Zellen in allen 8 Flaschen zum gleichen 
Zeitpunkt TSA bzw. EtOH und wurden dann je nach Behandlungsdauer zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten abgebrochen.  
 
Mittels Real-Time RT-PCR und Western Blot ist der Einfluss der verschiedenen TSA-
Inkubationszeiten auf die Clusterin-mRNA- bzw. -Protein-Expression an 3 bis 4 
verschiedenen Passagen der beiden Zelllinien untersucht worden.  
 
Um immunhistochemisch zu untersuchen, welchen Einfluss eine unterschiedlich lange 
Behandlung der Zellen mit TSA auf die Proteinexpression von p21 und Clusterin in 
MCF-7-Zellen ausübt, wurden drei verschiedene Passagen dieser Zelllinie zunächst 
nach dem Trypsinisieren in Vierer-Well-Platten (nunc™, Wiesbaden, Deutschland) neu 
ausgesät. Nach 24 Stunden hatten sich die Zellen am Boden angeheftet. Nun wurden die 
Zellen  mit 0,5 µM/L TSA für 12, 24, 48 und 72 Stunden behandelt (Abb. 3). Zur 
Kontrolle wurden mit Alkohol (0,1 % v/v) inkubierte Zellen mitgeführt.  
 
 
Abbildung 3: Behandlungsschema der MCF-7-Zellen zur immunhistochemischen Untersuchung des 
Einflusses unterschiedlicher TSA-Inkubationszeiten auf die p21- und Clusterin-Protein-Expression 
 
Außerdem wurden 3 verschiedene Passagen der MDA-MB-231-Zellen auf Lab-Tek-
Objektträgern (nunc™, Wiesbaden, Deutschland) ausgesät und nach einer Vorkultur 
von 24 Stunden für 12, 24, 48 und 72 Stunden mit 0,5 µM/L TSA bzw. Alkohol (0,1 % 
v/v) behandelt (Abb. 4). Im Anschluss wurde immunhistochemisch die Expression des 
p21- und Clusterin-Proteins untersucht. 
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Abbildung 4: Behandlungsschema der MDA-MB-231-Zellen zur immunhistochemischen Untersuchung 
des Einflusses unterschiedlicher TSA-Inkubationszeiten auf die p21- und Clusterin-Protein-Expression 
 
2.2.1.3. Studien mit unterschiedlichen Trichostatin A-Dosierungen 
 
Darüber hinaus sollte mittels Western Blot und Immunhistochemie der Einfluss 
unterschiedlicher TSA-Dosierungen auf die Clusterin-Protein-Expression beider 
Zelllinien untersucht werden.  
Drei bis vier verschiedenen Passagen der beiden Zelllinien wurden für die 
Western Blot-Analytik TSA-Konzentrationen von 0, 0.2, 0.5, 0.75 und 2 µM/L für 
48 Stunden zugeführt (Abb. 5).  
 
 
Abbildung 5: Versuchsschema zur Untersuchung der Clusterin-Protein-Expression unter dem Einfluss 
verschiedener TSA-Dosierungen mittels Western Blot-Analytik 
 
Für die Immunhistochemie wurden drei verschiedene Passagen beider 
Brustkrebszelllinien auf Lab-Tek-Objektträgern angezüchtet. Nach 24 Stunden begann 
die 48-stündige Behandlung mit den TSA-Konzentrationen 0, 0.2, 0.5 und 1 µM/L 
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(Abb. 6). Bei den MDA-MB-231-Zellen wurde zusätzlich der Einfluss der 
verschiedenen TSA-Konzentrationen auf die p21-Protein-Expression an drei 
verschiedenen Passagen untersucht.  
 
 
Abbildung 6: Versuchsschema zur immunhistochemischen Untersuchung der Clusterin- und p21-
Protein-Expression unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
2.2.1.4. Experimenteller Ansatz für die Immundoppelmarkierung 
 
Um eine Korrelation zwischen der p21- und Clusterin-Protein-Expression unter dem 
Einfluss einer TSA-Behandlung zu untersuchen, wurden drei Passagen der beiden 
Brustkrebszelllinien auf Lab-Tek-Objektträgern kultiviert. Nach 48 Stunden Vorkultur 
wurden die Zellen für 18 Stunden mit 0,5 µM/L TSA inkubiert (Abb. 7). Parallel wurde 
der Versuch an nur mit Vehikel behandelten Zellen durchgeführt.  
 
 
Abbildung 7: Versuchsschema zur immunhistochemischen Untersuchung einer Korrelation zwischen der 
Clusterin- und p21-Protein-Expression 
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2.2.2. Kultivierung zur Untersuchung der zellulären Seneszenz 
 
Die Induktion der zellulären Seneszenz wurde an vier verschiedenen Passagen beider 
Zelllinien analysiert. Es wurden drei unterschiedliche TSA-Dosierungen (0.2, 0.5 und 
1 µM/L TSA) und Ethanol zur Kontrolle (0,1 % v/v) verwendet (Abb. 8).  
 
 
Abbildung 8: Versuchsschema zur Untersuchung der Induktion der zellulären Seneszenz 
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2.3. Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1. RNA-Isolierung für die Real-Time RT-PCR (Light Cycler) 
 
Die RNA aus den MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen, die in einem Gemisch aus 
Lysispuffer und PBS bei -40 °C gelagert worden waren, wurde mittels des „High Pure 
RNA Isolation Kit“ (Roche, Mannheim, Deutschland) isoliert. In diesem Kit ist ein 
DNAse-Inkubationsschritt von 45 Minuten bei 37°C integriert. Um die Konzentration 
der isolierten RNA für die anschließende PCR zu bestimmen, wurde eine Messung der 
optischen Dichte bei 260 und 280 nm an einem Photometer (Ultrospec® 3100pro, 
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) vorgenommen. Hierzu wurde ein 
Aliquot aus 5 µl der gewonnen RNA-Lösung und 45 µl Wasser hergestellt. 
 
2.3.2. Real-Time RT-PCR 
 
2.3.2.1. cDNA-Synthese 
 
1 µg der isolierten RNA wurde entsprechend des Protokolls des „Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit“ (Roche, Mannheim, Deutschland) in cDNA 
umgeschrieben. Es wurde der „Anchored-oligo(dT)18 Primer“ verwendet.  
 
2.3.2.2. Real-Time-PCR 
 
Die Real-Time-PCR wurde mit dem Light Cycler (Roche, Mannheim, Deutschland) 
durchgeführt. Für den Nachweis der Clusterin-cDNA wurde das 
Light Cycler TaqMan Master Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet. Das 
eingesetzte Primer-Paar wurde mit einem im Internet frei zugänglichen 
Primerdesignprogramm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) erstellt. 
Als „Houskeeping“-Gen diente die 5-Aminolevulinat-Synthase (ALAS), dessen 
Expression mit dem Light Cycler TaqMan Master Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) 
detektiert wurde. Die Sequenzen für die spezifischen ALAS-Primer sind von der Firma 
Roche vorgegeben worden (Tab. 5).  
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Tabelle 5: Primer für die Real-Time RT-PCR (Synthese: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland) 
 
 
Primer Sequenz (5’-3’) Länge UPL-Probe 
    
    
UPL clusterin1+2 for CGGGAGATCTTGTCTGTGG 19 85 
    
    
UPL clusterin 1+2 rev CGTTGTATTTCCTGGTCAACCT 22 85 
    
    
UPL ALAS for CCCTCTTCACCCTGGCTAA 19 64 
    
    
UPL ALAS rev AGGCATGGTTCCCAGAATC 19 64 
    
 
Die PCR-Läufe wurden mit der Light Cycler Software Version 3.5 programmiert und 
bestanden aus folgenden Schritten: 
1. Denaturierung der cDNA und Aktivierung der Taq-DNA-Polymerase bei 95°C 
für 10 Minuten  
2. Amplifikation und Quantifizierung der Ziel-DNA (insgesamt 45 Zyklen):  
a. Denaturierung bei 95°C für 10 Sekunden;  
b. Annealing bei 60°C für 30 Sekunden;  
c. Extension bei 72°C für 1 Sekunde mit Messung der emittierten 
Fluoreszenz 
3. Abkühlen auf 40°C für 30 Sekunden 
 
Der PCR-Ansatz in jeder Kapillare (Roche, Mannheim, Deutschland) bestand aus 18 µl 
PCR-Reaktionsmix (Roche, Mannheim, Deutschland)  und 2 µl cDNA.  
Die bei jedem Light Cycler-Lauf mitgeführten beiden Negativkontrollen enthielten 
neben den 18 µl PCR-Reaktionsmix entweder 2 µl Wasser oder 2 µl RNA der MDA-
MB-231- oder MCF-7-Zelllinie. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels 
Auftrennung auf einem Ethidiumbromid-haltigen DNA-Agarose-Gel.  
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2.4. Proteinbiochemische Methoden 
 
2.4.1. Western Blot  
 
Die für die Western Blot-Analytik verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen 
Amresco® (Solon, OH, USA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), 
BIOMOL GmbH (Hamburg, Deutschland) und Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 
Deutschland). 
Die Proteine aus den MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wurden durch eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt, 
wobei zehnprozentige Polyacrylamid-Trenngele Verwendung fanden. 
 
 
Tabelle 6: Zusammensetzung eines zehnprozentigen Polyacrylamid-Trenngels 
 
 
Substanz Menge (in µl) 
  
  
H2O 6240 
  
  
40 % Acrylamid 3000 
  
  
Trenngelpuffer 2620 
  
  
10 % Sodium-Dodecyl-Sulfat 108 
  
  
N,N,N´-Tetramethyl-ethylene 
diamine 
9 
  
  
10 % Ammonium-peroxodisulfat 20 
  
 
Zuerst wurden das Stopp- und das zehnprozentige Trenngel (Tabellen 8 und 6) 
zwischen zwei Glasplatten gegossen. Nach deren Polymerisation über Nacht wurden 
diese mit einem Sammelgel (Tab. 7) überschichtet, in das ein Kamm mit der 
gewünschten Anzahl an Vertiefungen eingefügt wurde. Die Vertiefungen konnten nach 
beendeter Polymerisation des Sammelgels mit den Proben befüllt werden.  
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Sammelgels 
  
  
Substanz Menge (in µl) 
  
  
H2O 5570 
  
  
40 % Acrylamid 800 
  
  
Sammelgelpuffer 524 
  
  
10 % Sodium-Dodecyl-Sulfat 57 
  
  
N,N,N´-Tetramethyl-ethylene 
diamine 
7 
  
  
10 % Ammonium-peroxodisulfat 35 
  
 
Durch die Erhitzung der aus den Zellen isolierten Proteine im mercaptoethanolhaltigen 
Probenpuffer wurden die Sekundär-, Tertiär- und Quartärstrukturen der Proteine 
denaturiert. 
 
  
Tabelle 8: Zusammensetzung des Stoppgels 
  
  
Substanz Menge (in µl) 
  
  
40 % Acrylamid 100 
  
  
Trenngelpuffer 400 
  
  
N,N,N´-Tetramethyl-ethylene 
diamine 
2,5 
  
  
10 % Ammonium-peroxodisulfat 12,5 
  
 
Die genaue Zusammensetzung des Trenngel- und Sammelgelpuffers, sowie des 
verwendeten Probenpuffers ist den Tabellen 9 und 10 zu entnehmen.  
 
 
Tabelle 9: Zusammensetzung des Trenngel- und Sammelgelpuffers 
  
  
Trenngelpuffer Sammelgelpuffer 
  
  
20 g Tris (1,65 M) 20 g Tris (1,65 M) 
  
  
50 ml H20 mit 6 N HCl pH 8,8 50 ml H20 mit 6 N HCl pH 6,8 
  
  
100 ml H2O 100 ml H2O 
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Tabelle 10: Zusammensetzung des Probenpuffers 
 
 
Probenpuffer 
 
 
0,378 g Tris (0,0625 M) 
 
 
5,0 ml Glycerin  (10 %) 
 
 
2,5 ml Mercaptoethanol (5 %) 
 
 
1,5 g Sodium-Dodecyl-Sulfat (3 %) 
 
 
pH 6,8 => wenige Tropfen 1 M HCl 
 
 
50 ml H2O 
 
 
Etwas Bromphenolblau 
 
 
Je Gel-Spur wurden 20 µg Protein geladen. Die Elektrophorese wurde bei 40 mA für 
80 Minuten in einer Elektrodenkammer, die vollständig mit Laufpuffer (Tab. 11) gefüllt 
wurde, durchgeführt.  
 
 
Tabelle 11: Zusammensetzung des Laufpuffers 
 
 
Laufpuffer 
 
 
12,12 g Tris (0,025 M) 
 
 
56,6 g Glycin (0,192 M) 
 
 
4 g Sodium-Dodecyl-Sulfat (0,1 %) 
 
 
4 l H2O 
 
 
Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels Semidry-
Elektroblotting (0,5 mA/cm², 40 Minuten) aus dem Gel auf eine PVDF-Membran 
(Immobilon™-P, Porendurchmesser 0,45 µm, Millipore, Hamburg, Deutschland) 
übertragen. Um unspezifische Bindungsstellen auf der Blotmembran zu blockieren, 
wurde diese für eine Stunde bei Raumtemperatur in TBS-Puffer (5 mM Tris/HCl, 
19 mM NaCl; pH 7,6) mit 5 % Milchpulver und 0,1 % Tween® 20 (Calbiochem®, Inc. 
La Jolla, CA, USA) verbracht. 
Zur Detektion des Clusterin-Proteins wurde die Blotmembran über Nacht mit dem Anti-
human Clusterin-Antikörper (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) in einer 
Verdünnung von 1:1000 in TBS/5 % Milchpulver/0,1 % Tween bei 4°C inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit TBS/0,1 % Tween (je 10 Minuten) wurde die Blotmembran 
für eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem in TBS/0,1 % Tween/1 % Milchpulver 
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1:5000 verdünnten Kaninchen Anti-Ziege-HRP-konjugierten Zweitantikörper (Dako, 
Glostrup, Dänemark) inkubiert.  
Die Detektion erfolgte mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion mit dem „Enhanced 
chemiluminescence (ECL) Kit“ (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) 
beziehungsweise mit dem „Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate 
(ECL+)“ (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) entsprechend dem Kit-Protokoll. 
 
2.4.2. Immunhistochemie 
 
Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen zunächst zweimal für je 
2 Minuten mit PBS (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gespült und im Anschluss für 
10 Minuten mit 3,7 % Formaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS bei 
Raumtemperatur fixiert.  
Nach dreimaligem Spülen (je 2 Minuten) mit PBS wurden die Zellen zur 
Permeabilisierung ihrer Membranen mit 0,2 % Triton®X-100 (Serva, Heidelberg, 
Deutschland) in PBS für 5 Minuten behandelt. Um alle Überreste des Triton®X-100 zu 
entfernen, schloss sich erneut ein zweimal fünfminütiger Spülgang mit PBS an. Nun 
wurde mittels 1,5 % H2O2 (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS für 15 Minuten die 
endogene Peroxidase blockiert, bevor alle unspezifischen Proteinbindungsstellen mit 
Schweineserum (Dako, Glostrup, Dänemark) 1:5 verdünnt mit PBS für 30 Minuten 
abgesättigt wurden. Bei dem nun verwendeten spezifischen ersten Antikörper handelte 
es sich um einen Anti-human Clusterin-Antikörper (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
USA), der in einer Verdünnung von 1:70 in PBS/1,5 % BSA (Serva, Heidelberg, 
Deutschland) Anwendung fand. Mit diesem erfolgte eine Inkubation von einer Stunde 
bei Raumtemperatur, bevor die Zellen dreimal je 5 Minuten mit PBS/0,1 % Tween 
(Serva, Heidelberg, Deutschland) gespült wurden.  
Bei dem zweiten Antikörper, der in einer Verdünnung von 1:150 in PBS/1,5 % BSA für 
40 Minuten aufgetragen wurde, handelte es sich um einen polyklonalen Multi-Link-
Antikörper (biotinyliertes Schwein Anti-Ziege, Maus, Kaninchen Immunglobulin, 
Dako, Glostrup, Dänemark). Nachdem die Zellen erneut dreimal 5 Minuten mit 
PBS/0,1 % Tween gespült waren, wurde das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (Dako, 
Glostrup, Dänemark) – 1:333 in PBS/1,5 % BSA verdünnt – für 20 Minuten 
aufgetragen. Vor der Detektion der Immunreaktion mit dem Aminoethyl Carbazol 
Substrat Kit (ZYMED® Laboratories, Carlsbad, CA, USA), die unter mikroskopischer 
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Kontrolle stattfand, wurden die Zellen zweimal 5 Minuten mit PBS/0,1 % Tween und 
einmal für 5 Minuten mit destilliertem Wasser gespült.  
Nach der Gegenfärbung mit Hämatoxylin erfolgte das Eindeckeln mit Glyceringelatine 
(Merck, Darmstadt, Deutschland).  
 
Zum immunhistochemischen Nachweis des p21-Proteins, sowie zur Untersuchung des 
Estrogen- (ERα) und Progesteronrezeptorstatus (PR) (verwendete Erstantikörper siehe 
Tabelle 12) wurde ein ähnliches Protokoll angewendet.  
Der Unterschied bestand lediglich im eingesetzten Detektionssystem. Die 
Serumblockierung wurde mit gebrauchsfertiger Serumblockierungslösung (10 % nicht-
immun Serum [Ziege], Reagenz A) aus dem Histostain-Plus® Kit (ZYMED® 
Laboratories, Carlsbad, CA, USA) durchgeführt. Als zweiter Antikörper diente Reagenz 
B aus diesem Kit – ein gebrauchsfertiger biotinylierter Antikörper gegen Maus- und 
Kaninchen-Primär-Antikörper. Mit diesem wurden die Zellen für 30 Minuten inkubiert. 
Als Streptavidin-Peroxidase-Konjugat wurde Reagenz C aus dem Kit aufgetragen.  
Als Negativkontrolle wurde anstelle der Erstantikörper die entsprechende 
Serumblockierung belassen. Da es sich beim Anti-human Clusterin-Antikörper (R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA) um ein IgG aus der Ziege handelte, wurde bei der 
Detektion von Clusterin als weitere Negativkontrolle eine einstündige Inkubation mit 
einem Ziegenserum anstelle des Erstantikörpers vorgenommen. Das Ziegenserum 
wurde gemäß seines geschätzten IgG-Gehalts von 10 mg/ml  1:3500 in PBS/1,5 % BSA 
verdünnt.  
 
    
Tabelle 12: Antikörper für die Immunhistochemie 
    
    
Antigen Verdünnung Hersteller Klon 
    
    
p21 1:500 BD Pharmingen™, Franklin Lakes, NJ, USA SXM30 
    
    
ERα 1:40 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA D12 
    
    
PR 1:100 Dako, Glostrup, Dänemark PgR636 
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2.4.3. Immundoppelmarkierung 
 
Zur Feststellung einer möglichen Korrelation zwischen der Expression von p21 und 
Clusterin wurde ein weiterer immunhistochemischer Versuch durchgeführt. In dieser 
Doppelmarkierung wurde neben dem DAKO Envision Kit das Vectastain® 
UNIVERSAL Elite ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingesetzt. 
Die Fixierung mit 3,7 % Formaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS für 
10 Minuten und die Permeabilisierung der Zellmembranen mit 0,2 % Triton®x-100 
(Serva, Heidelberg, Deutschland) in PBS für 5 Minuten sowie die Blockierung der 
endogenen Peroxidase mittels 1,5 % H2O2 (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS für 
15 Minuten und regelmäßige Spülschritte mit PBS leiteten die Detektion der Antigene 
ein. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde das Serum aus dem 
Vectastain® UNIVERSAL Elite ABC Kit 1:100 in PBS verdünnt für 20 Minuten 
aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubation mit dem ersten Antikörper gegen Maus-anti-
p21 (BD Pharmingen™, Franklin Lakes, NJ, USA) – 1:500 in PBS/1,5 % BSA – und 
einer Spülung mit  PBS/0,1 % Tween (3 × 5 Minuten) - wurde der zweite Antikörper 
aus dem Vectastain Kit für 30 Minuten aufgetragen. Dieser biotinylierte universelle 
Zweitantikörper wurde entsprechend der Kit-Anleitung 1:50 verdünnt. Nach einem 
Spülschritt mit PBS/0,1 % Tween (3 × 5 Minuten) erfolgte eine dreißigminütige 
Inkubation mit dem VECTASTAIN Elite ABC Reagenz, für welches bereits 
30 Minuten vor Gebrauch Reagenz A und B des Kits 1:50 in PBS verdünnt worden 
waren. Vor der Detektion dieser ersten Reaktion anhand des VECTOR® SG Substrate 
Kits für Peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) erfolgte eine Spülung 
der Zellen von dreimal 5 Minuten mit PBS/0,1 % Tween. 
Der Färbepuffer, ein Gemisch aus 5 ml PBS, 150 µl Chromogen und 150 µl H2O2-
Lösung, führte zu einem blauen Farbniederschlag. Die Farbentwicklung wurde nach 
4 Minuten durch Spülen mit PBS beendet.  
Die sich anschließende zweite Reaktion zur Detektion des Clusterins erfolgte nach dem 
bereits beschriebenen immunhistochemischen Protokoll für Clusterin, beginnend mit 
der Blockierung der endogenen Peroxidase durch 1,5 % H2O2 in PBS für 10 Minuten.  
Ohne Gegenfärbung wurden die Proben zum Schluss mit Glyceringelatine (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.  
Als Negativkontrolle wurde anstelle der Erstantikörper gegen p21 und Clusterin die 
entsprechende Serumblockierung belassen.  
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2.5. Nachweis der zellulären Seneszenz nach TSA-Behandlung 
 
Zum Nachweis der zellulären Seneszenz nach TSA-Behandlung wurden die auf Lab-
Tek-Objektträgern angezüchteten Zellen zunächst zweimal 3 Minuten mit PBS 
gewaschen. Dieser Spülgang wurde nach der Fixierung der Zellen für 4 Minuten mit 
3,7 % Formaldehyd  (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS wiederholt.  
 
Die Seneszenz wird anhand der Aktivität des Enzyms β-Galaktosidase nachgewiesen. 
Natürlicherweise setzt dieses Enzym das Disaccharid Laktose unter Abspaltung von 
Wasser zu den farblosen Zuckern Glucose und Galaktose um. Auch das künstliche 
Substrat X-Gal (Abb. 9) wird von dem Enzym β-Galaktosidase gespalten. Aus dem X-
Gal wird durch die β-Galaktosidase 5-Brom-4-Chlorindol gebildet, das nach Oxidation 
einen blauen Indigo-Komplex liefert. 
 
 
Abbildung 9: X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactopyranosid): ein künstliches Substrat der β-
Galaktosidase 
 
Nun wurden die Zellen mit einer Färbelösung über Nacht bei 37°C inkubiert, welche 
aus folgender Basislösung bestand (Tab. 13):  
 
  
Tabelle 13: Zusammensetzung des Puffers zur Untersuchung der zellulären Seneszenz 
  
  
Substanz Endkonzentration ( in mM) 
  
  
MgCl2 2 
  
  
K3Fe(CN)6 5 
  
  
K4Fe(CN)6 5 
  
  
Zitronensäure (pH 6,5) 40  
  
  
NaCl 150 
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In diesem Puffer wurde eine X-Gal-Stammlösung (invitrogen™ life Technologies Ultra 
Pure™, Carlsbad, CA, USA) 1:20 verdünnt, so dass X-Gal in einer Endkonzentration 
von 1 mg/ml vorlag.  
 
Nach einem erneuten Spülgang von zweimal 3 Minuten mit PBS erfolgte das 
Eindeckeln mit Glycerin-Gelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland).  
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2.6. Statistik 
 
Anhand des Statistik-Programms GraphPadPrism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, 
CA, USA) wurden t-Tests (paired t-test, t-Test für abhängige Stichproben) mit den 
verschiedenen Daten durchgeführt und die jeweiligen p-Werte bestimmt. Eine 
signifikante Veränderung liegt bei einem p-Wert kleiner als 0,05 vor.  
Die Dosis-Wirkungskurven der MTT-Assays wurden anhand von Regressionskurven 
beschrieben, bei denen es sich um eine Regression mit der Formel 
Y = A + B×X + C×X2 handelt. Die Berechnung der p-Werte  für diese Regressionen 
wurde mit einem im Internet frei zugänglichen Spreadsheet 
(http://udel.edu/~mcdonald/statintro.html; McDonald, J.H. 2008. Handbook of 
Biological Statistics. Sparky House Publishing, Baltimore, Maryland) durchgeführt. 
Auch hier ist das Signifikanzniveau ab einem p-Wert kleiner als 0,05 erreicht. 
Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Untersuchungsergebnisse wurden mit 
dem Programm Excel (Microsoft ® Excel 2002 SP3) berechnet.  
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3. Fragestellung 
 
Es ist bekannt, dass eine Überexpression von sCLU in Karzinomen der Prostata, des 
Kolon und der Brust die Malignität erhöht, da die Zellen dadurch einen 
Überlebensvorteil erlangen. Bisher ist jedoch nur im Ansatz geklärt, in welchem 
Ausmaß die Clusterin-Expression insbesondere im Mamma-Karzinom einer 
hormonellen Regulation unterliegt. Es liegen ausschließlich konträre Befunde bezüglich 
der Regulation der Clusterin-Expression durch Estrogene in der Brustkrebszelllinie 
MCF-7 vor (So et al. 2005; Wünsche et al. 1998). Publikationen über eine Regulation 
durch Progesteron und/oder Gestagene gibt es bisher kaum. 
Um die hormonelle Regulation der Clusterin-Expression im Mamma-Karzinom zu 
beleuchten, wurden die MCF-7- und MDA-MB-231-Brustkrebs-Zelllinien mit Estradiol 
(E2) und verschiedenen Gestagenen kultiviert und die Clusterin-Expression auf der 
mRNA- und Protein-Ebene mit verschiedenen Methoden untersucht. 
Es wurden die Gestagene Medroxyprogesteronacetat (MPA) und Megestrol-Acetat 
(MegAc), die in der Hormon-Ersatz-Therapie (HRT) und der Therapie des Mamma-
Karzinoms Einsatz finden, ausgewählt. Zusätzlich wurde das synthetische Gestagen 
R5020 eingesetzt, welches auch wachstumshemmend auf Krebszellen wirkt (Lin et al. 
1999). Als reines Gestagen bindet es nur an die Progesteronrezeptor-Isoformen, 
während MegAc und MPA auch über Glucocorticoid- und Androgenrezeptoren ihre 
Wirkung entfalten können.   
Zum zweiten wurde der Einfluss des Histondeacetylase(HDAC)-Inhibitors 
Trichostatin A (TSA) auf die Clusterin- und die p21-Expression in MCF-7- und MDA-
MB-231-Mamma-Karzinom-Zellen untersucht. HDAC-Inhibitoren werden zurzeit 
intensiv in Bezug auf ihre Wirkungsmechanismen und Potenz in der Bekämpfung von 
Malignomen untersucht. Es ist bekannt, das sie a) einen Zell-Zyklus-Stopp in der G1-
Phase über die Steigerung der p21-Expression, b) zelluläre Seneszenz und c) Apoptose 
induzieren können. In der Literatur bleibt häufig unklar, welche Dosis für die 
Auslösung des jeweiligen Phänomens notwendig ist. 
In dieser Arbeit ist untersucht worden, ob die Clusterin-Expression von der TSA- 
Einwirkzeit und der TSA-Dosis abhängig ist und ob die p21-Expression in 
Zusammenhang mit der Clusterin-Expression steht. 
Darüber hinaus ist analysiert worden, ob die TSA-Dosis das Ausmaß der Induktion der 
zellulären Seneszenz  beeinflusst. 
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4. Ergebnisse  
 
4.1. Validierung der Methodik 
 
Mittels Real-Time RT-PCR wurde die Clusterin-mRNA-Expression in den MDA-MB-
231- und MCF-7-Zellen nachgewiesen. Der Slope ist in den jeweiligen Standardkurven 
vermerkt. Die Effizienz der PCR beträgt 1,82-1,87 für ALAS und 1,88-1,98 für 
Clusterin. Es wurden Doppelbestimmungen von jeder Probe durchgeführt, so dass die 
Pipettiergenauigkeit an den exemplarischen Kurvenverläufen zu erkennen ist 
(Abbildungen 10 und 12). In der RNA-Negativkontrolle kommt es manchmal etwa 15 
Zyklen nach der Amplifikation des Produktes in den cDNAs auch zur Amplifikation. 
Dies zeigt, dass in der RNA entweder etwas DNA oder aber eine leichte Kontamination 
mit cDNA vorliegt. Da dieses Signal dann aber deutlich schwächer ist als das 
eigentliche Signal, kann es vernachlässigt werden. Zur Kontrolle wurden die PCR-
Produkte im Anschluss in einem DNA-Gel aufgetrennt (Abbildungen 11 und 13). 
 
 
Abbildung 10: Standardkurven der Clusterin- und ALAS-PCR sowie exemplarische Kurvenverläufe von 
Proben und Kontrollen (RNA und H2O) der MCF-7-Zellen unter dem Einfluss verschiedener TSA-
Inkubationszeiten 
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Abbildung 11: Exemplarische PCR-Produktbanden im Agarosegel von Clusterin und dem 
"Housekeeping Gen" 5-Aminolevulinat-Synthase (ALAS) aus MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
 
 
 
Abbildung 12: Standardkurven der Clusterin- und ALAS-PCR sowie exemplarische Kurvenverläufe von 
Proben und Kontrollen (RNA und H2O) der Estradiol- und Gestagen-behandelten MDA-MB-231-Zellen 
 
 
 
Abbildung 13: Exemplarische PCR-Produktbanden im Agarosegel von Clusterin und dem 
"Housekeeping Gen" 5-Aminolevulinat-Synthase (ALAS) aus Estradiol- und Gestagen-behandelten 
MDA-MB-231-Zellen 
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4.2. Die Clusterin-Expression in MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
verschiedener Gestagene  
 
4.2.1. Die Clusterin-mRNA-Expression in MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
verschiedener Gestagene 
 
In MCF-7-Zellen sinkt die Clusterin-mRNA-Expression durch die Gabe von 10-8 M 
Estradiol (E2) um 24,8 % im Vergleich zu Ethanol-behandelten Proben ab (Tab. 14, 
Abbildungen 14 und 15). Dieser Effekt ist aufgrund der hohen Standardabweichungen 
nicht signifikant (paired t-Test, p=0,223). 
Die Clusterin-mRNA wird in den MCF-7-Zellen in Proben, die zusätzlich zu 10-8 M E2 
mit einem Gestagen behandelt wurden, im Durchschnitt um 6,2-41,2 % stärker 
exprimiert. Allerdings sind diese Trends aufgrund der hohen Expressionsschwankungen 
zwischen den verschiedenen untersuchten Passagen (Abb. 15) nicht als statistisch 
signifikant einzustufen (paired t-Test, p>0,05). 
In Abbildung 15 ist die Clusterin-mRNA-Expression in den einzelnen Passagen unter 
den verschiedenen hormonellen Behandlungen in MCF7-Zellen dargestellt. Bei dieser 
Form der Betrachtung wird offensichtlich, wie heterogen die Expressions-Antwort der 
Zelllinie auf die Hormon-Behandlung in Abhängigkeit von der jeweilige Passage ist. 
Jedoch ist nach Kultivierung mit 10-8 M E2 und 10-6 M R5020 bzw. 10-6 M 
Medroxyprogesteronacetat (MPA) durchweg in allen Passagen eine leichte Zunahme 
der Clusterin-mRNA-Expression zu beobachten (Abb. 15). Dies unterstreicht den 
Anstieg des Mittelwerts im Vergleich zu nur mit 10-8 M Estradiol behandelten Proben, 
aber auch hierbei handelt es sich nicht um eine signifikante Zunahme (paired t-Test, 
p>0,05).  
 
4.2.2. Die Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener Gestagene 
 
Neben der mRNA wurden auch die entsprechenden Proteinprodukte im Western Blot an 
drei verschiedenen Passagen der MCF-7-Zellen untersucht. Im Western Blot ist nur eine 
Clusterin-Bande bei 65 kDa zu detektieren (Abb. 16).   
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In MCF-7-Zellen nimmt die Clusterin-Protein-Expression unter dem Einfluss von E2 im 
Vergleich zu Ethanol-behandelten Proben in zwei Passagen ab; in einer bleibt sie fast 
unverändert (Abb. 18).  
 
 
Tabelle 14: Mittelwerte (MW) und Standarbweichungen (SD) der Clusterin-mRNA-Expression in    
MCF-7-Zellen in "arbitrary units" (N=4) 
 
  
 Hormonelle Behandlung 
       
       
 EtOH E2 E2+MPA E2+R5020 E2+10-6 M/L 
MegAc 
E2+5×10-6 M/L 
MegAc 
       
       
MW ± SD 1,3 ± 0,71 0,97 ± 0,64 1,27 ± 0,91 1,37 ± 0,6 1,03 ± 0,82 1,28 ± 0,61 
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Abbildung 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-mRNA-Expression in       
Estradiol- und Gestagen-behandelten MCF-7-Zellen in „arbitrary units“ 
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Abbildung 15: Clusterin-mRNA-Expression in verschiedenen Passagen Estradiol- und               
Gestagen-behandelter MCF-7-Zellen 
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Abbildung 16: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in Estradiol- und                               
Gestagen-behandelten MCF-7-Zellen durch Western Blot-Analyse 
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Abbildung 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-Protein-Expression in Estradiol- 
und Gestagen-behandelten MCF-7-Zellen (Bezugspunkt: EtOH=1)  
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Abbildung 18: Clusterin-Protein-Expression in verschiedenen Passagen Estradiol- und               
Gestagen-behandelter MCF-7-Zellen 
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Im Durchschnitt nimmt die Clusterin-Protein-Expression in mit E2 und 10-6 M/L 
Megestrol-Acetat (MegAc) behandelten MCF-7-Zellen im Vergleich zu nur mit E2 
behandelten Zellen um 45,6 % zu (Abb. 17). Allerdings verhalten sich die Zellen der 
verschiedenen Passagen sehr heterogen (Abb. 18).  
Der Western Blot zeigt nach Kultivierung der MCF-7-Zellen mit E2 und R5020 im 
Vergleich zu nur mit E2 kultivierten MCF-7-Zellen eine Abnahme der Clusterin-
Protein-Expression in zwei Passagen und eine Zunahme in einer Passage (Abb. 18).  
Nach einer Behandlung der MCF-7-Zellen mit 10-8 M E2 und 10-6 M MPA kommt es zu 
einem deutlichen Abfall der Clusterin-Protein-Expression im Vergleich zu den nur mit 
10-8 M E2 behandelten Proben (Abb. 17). Dieser Effekt ist aber aufgrund der hohen 
Standardabweichungen nicht signifikant (paired t-Test, p=0,115). 
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4.3. Die Clusterin-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener Gestagene 
 
4.3.1. Die Clusterin-mRNA-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener Gestagene 
 
Die Kultivierung von MDA-MB-231-Zellen mit E2 und MPA bzw. E2 und MegAc in 
den Dosierungen 1 × 10-6 und  5 × 10-6 M/L führt zu einer Reduktion der Clusterin-
mRNA-Expression von 31.5, 24.8 bzw. 21.2 % im Vergleich zu nur mit E2 behandelten 
Zellen (Tab. 15). Aufgrund der hohen Standardabweichungen sind diese Effekte jedoch 
nicht statistisch signifikant (paired t-Test, p>0,05).  
Die Clusterin-mRNA-Expression von mit E2 und R5020 (Abbildungen 19 und 20) 
behandelten Zellen zeigt keinen signifikanten Unterschied zu allein mit E2 behandelten 
Zellen (paired t-Test, p=0,766). Des Weiteren gibt es keine signifikanten Unterschiede 
zwischen der Clusterin-mRNA-Expression der Ethanol- und E2-behandelten Zellen 
(paired t-Test, p=0,659).  
 
 
Tabelle 15: Mittelwerte (MW) und Standarbweichungen (SD) der Clusterin-mRNA-Expression in    
MDA-MB-231-Zellen in "arbitrary units" (N=4) 
 
  
 Hormonelle Behandlung 
       
       
 EtOH E2 E2+MPA E2+R5020 E2+ 10-6 M/L 
MegAc 
E2+ 5×10-6 M/L 
MegAc 
       
       
MW ± SD 1,5 ± 0,67 1,6 ± 0,62 1,11 ± 0,5 1,56 ± 0,58 1,22 ± 0,48 1,28 ± 0,63 
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Abbildung 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-mRNA-Expression in Estradiol- 
und Gestagen-behandelten MDA-MB-231-Zellen in „arbitrary units“ 
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Abbildung 20: Clusterin-mRNA-Expression in verschiedenen Passagen Estradiol- und               
Gestagen-behandelter MDA-MB-231-Zellen 
 
4.3.2. Die Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener Gestagene 
 
Neben der mRNA wurden auch die entsprechenden Proteinprodukte im Western Blot an 
drei verschiedenen Passagen der MDA-MB-231-Zellen untersucht. Im Western Blot ist 
nur eine Clusterin-Bande bei 65 kDa zu detektieren (Abb. 21).   
 
In MDA-MB-231-Zellen steigt die Clusterin-Protein-Expression unter dem Einfluss von 
E2 im Vergleich zu Ethanol-behandelten Proben im Durchschnitt (Abb. 22) nicht 
signifikant an (paired t-Test, p=0,455).   
 
Durch die Behandlung mit 10-8 M E2 und 10-6 M MPA konnte in zwei Passagen eine 
Suppression der Clusterin-Protein-Expression im Vergleich zu den mit  
10-8 M E2 behandelten Proben erreicht werden. In einer dritten Passage kam es aber zu 
einer Zunahme der Clusterin-Protein-Expression durch die Behandlung mit E2 und 
MPA im Vergleich zu den nur mit E2 behandelten Proben (Abb. 23). Folglich ist die 
Clusterin-Protein-Expression im Durchschnitt nach einer Behandlung mit E2 und MPA 
im Vergleich zu nur mit E2 behandelten Zellen gleich.   
Eine Abnahme durch den Zusatz verschiedener Megestrol-Acetat-Konzentrationen und 
E2 war ebenfalls in zwei Passagen der MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zu den nur 
mit E2 kultivierten Zellen zu verzeichnen. In der dritten Passage nahm die Clusterin-
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Protein-Expression unter dem Einfluss von MegAc und E2 aber zu (Abb. 23). Im 
Durchschnitt (Abb. 22) handelt es sich um eine nicht signifikante Abnahme der 
Clusterin-Protein-Expression durch E2 und MegAc im Vergleich zu nur mit E2 
behandelten Proben (paired t-Test, p=0,456).   
Die Clusterin-Protein-Expression unter dem Einfluss von 10-8 M E2 und 10-6 M R5020 
ergibt im Vergleich zu nur mit 10-8 M E2 behandelten Proben sehr heterogene Werte 
(Abb. 23). In einer Passage nimmt die Clusterin-Protein-Expression in diesem Falle ab, 
in einer nimmt sie zu und in einer bleibt sie unverändert.  
 
 
Abbildung 21: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in Estradiol- und Gestagen-behandelten 
MDA-MB-231-Zellen durch Western Blot-Analyse 
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Abbildung 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-Protein-Expression in Estradiol- 
und Gestagen-behandelten MDA-MB-231-Zellen (Bezugspunkt: EtOH=1)  
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Abbildung 23: Clusterin-Protein-Expression in verschiedenen Passagen Estradiol- und              
 
 
Gestagen-behandelter MDA-MB-231-Zellen 
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4.4. Die Clusterin-Expression in MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
 
.4.1. Die Clusterin-mRNA-Expression in MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
 
ittels Real-Time RT-PCR wurde die Clusterin-mRNA-Expression in den MCF-7-
 
verschiedener TSA-Inkubationszeiten und TSA-Dosierungen  
4
verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
M
Zellen nachgewiesen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass durch eine Kultivierung der 
MCF-7-Zellen mit 0,5 µM/L TSA für 12 Stunden im Vergleich zu den mit Alkohol 
kultivierten Zellen (Tab. 16, Abbildungen 24 und 25) die Clusterin-mRNA-Expression 
signifikant zunimmt (paired t-Test, p=0,043). Nach 24 Stunden liegt eine erhöhte 
Clusterin mRNA-Expression vor, die aber nicht signifikant ist (paired t-Test, p=0,193). 
Nach einer Behandlung mit 0,5 µM/L TSA für 48, 72 und 96 Stunden kommt es zwar 
auch zu einer verstärkten Clusterin-mRNA-Expression. Diese ist jedoch ebenfalls nicht 
signifikant höher als in Ethanol-behandelten Zellen (paired t-Test, p48=0,331; 
p72=0,189; p96=0,078) 
 
Tabelle 16: Mittelwerte (MW) und Standarbweichungen (SD) der Clusterin-mRNA-Expression in    
MCF-7-Zellen in "arbitrary units" (N=3) 
 
 
 TSA-Behandlung 
    
    
 
 
  
  
 0h 1 h 7 h 9 h 2 2  44h 8h 2 6
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MW  SD 0,38 ,05 1,77 ,45 1,06 ,55 0,54 ,12 0,6 21 0,55 ,13  ±   0±   0±  ± 0   0± ± 0,   0±
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Abbildung 24: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-mRNA-Expression in             
MCF-7-Zellen in „arbitrary units“ unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 25: Clusterin-mRNA-Expression in verschiedenen Passagen TSA-behandelter MCF-7-Zelle
.4.2. Die Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen unter dem 
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verschiedenen Passagen der MCF-7-Zellen untersucht. Es fällt auf, dass in diesem 
Experiment - wie in der Literatur bereits für andere Zellen oder Gewebe beschrieben - 
im Western Blot zwei verschiedene Clusterin-Banden detektiert werden können. Die 
eine Bande liegt wie in den Gestagen-Experimenten bei 65 kDa. Zusätzlich taucht hier 
nun eine Bande bei 38 kDa auf (Abb. 26). 
Beide Isoformen des Clusterins werden n
24 Stunden nicht signifikant stärker exprimiert (paired t-Test, p>0,05). Nach einer 12-
stündigen Inkubation liegt eine deutliche, aber ebenfalls nicht signifikante Steigerung 
der beiden Isoformen vor (paired t-Test, p65 kDa=0,0628; p38 kDa=0,0676). Die stärkste 
Expression wird im Gegensatz zu den Ergebnissen der Clusterin-mRNA-Expression 
nach 24 Stunden TSA-Gabe gefunden (Abbildungen 29 und 30).  
Nach 48 Stunden Kultur zeigen sich in der Clusterin-
(Abbildungen 27 und 29) keine signifikanten Unterschiede (paired t-Test, p=0,676) 
zwischen  TSA- und Ethanol-behandelten Zellen. In der Clusterin-Bande bei 38 kDa 
(Abbildungen 28 und 30) ist nach einer 48-stündigen Kultivierung mit TSA eine nicht 
signifikante Zunahme im Vergleich zu den für 48 Stunden mit Ethanol behandelten 
Zellen zu verzeichnen (paired t-Test, p=0,321).  
In der Clusterin-Bande bei 65 kDa liegt nach 72
nicht signifikante Abnahme gegenüber der Alkohol-Kontrolle vor (paired t-Test, 
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p=0,176), in der Clusterin-Bande bei 38 kDa hingegen eine nicht signifikante Zunahme 
(paired t-Test, p=0,378). 
 
Anhand des im Western Blot verwendeten Anti-human Clusterin-Antikörpers wurde 
otein vor 
nun die genaue Lokalisation des Clusterin-Proteins innerhalb der Zelle mittels 
immunhistochemischer Versuche an drei verschiedenen Passagen untersucht.  
Die Ergebnisse der Immunhistochemie (Abb. 31) zeigen, dass das Clusterin-Pr
allem im Cytoplasma zu finden ist. Nach Kultivierung für 48 oder 72 Stunden mit 
0,5 µM/L TSA traten in einigen Zellen sehr große dicht rot gefärbte Strukturen in 
einigen Zellen auf (Pfeile in Abb. 31 D und E). Dies könnten sowohl konfluente 
Zellorganellen als auch Kernfragmente sein. Im Falle von Kernfragmenten würde es 
sich dann um die nukleäre Form des Clusterins handeln, obwohl im Western Blot keine 
entsprechende Bande bei 55 kDa gefunden worden ist.   
 
 
Abbildung 26: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in mit verschiedenen TSA-Ink ionszeiten 
behandelten MCF-7-Zellen durch Western Blot-Analyse 
 
ubat
0
1
2
3
4
5
6
12h EtOH 12h TSA 24h EtOH 24h TSA 48h EtOH 48h TSA 72h EtOH 72h TSA
P47 P45 P49 P51 Mittelwert
 
Abbildung 27: Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa in verschiedenen Passagen von               
MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 28: Expression der Clusterin-Bande bei 38 kDa in verschiedenen Passagen von               
MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 29: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa 
in MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 30: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression der Clusterin-Bande bei 38 kDa 
in MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 31: Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) und 12-
stündiger (B), 24-stündiger (C), 48-stündiger (D) und 72-stündiger (E) Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA; 
Pfeile in D und E weisen auf dicht rot gefärbte Strukturen hin 
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4.4.3. Die Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
Im Western Blot wurde an vier MCF-7-Zell-Passagen der Einfluss verschiedener TSA-
Dosierungen auf die Clusterin-Protein-Expression nach 48 Stunden untersucht. Auch 
hier sind wieder zwei verschiedene Clusterin-Banden bei 38 und 65 kDa zu detektieren 
(Abb. 32).  
Die 38- und 65 kDa-Isoformen werden unter dem Einfluss von 0,2 µM/L TSA im 
Vergleich zu den nur mit Ethanol behandelten Proben nicht signifikant stärker 
exprimiert (paired t-Test, p38 kDA=0,181 und p65 kDa=0,327).  
Nach einer Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA ist insgesamt für beide Banden keine 
signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (paired t-Test, 
p38 kDa=0,359 und p65 kDa=0,483). Die Passage P21a kann mit ihren extrem hohen 
Werten (Abbildungen 33 und 34) als Ausreißer gewertet werden.  
Nach der Kultivierung mit 0,75 µM/L TSA werden beide Isoformen in geringerem 
Maße als in Ethanol-behandelten Zellen exprimiert (Abbildungen 35 und 36). Ein sehr 
heterogenes Verhalten in der Expression der beiden Banden ist nach einer Kultivierung 
mit 2 µM/L TSA zu beobachten (Abbildungen 33 und 34).   
 
Mit dem in der Western Blot-Analyse verwendeten Anti-human Clusterin-Antikörper 
wurde nun mittels immunhistochemischer Versuche an drei verschiedenen Passagen die 
Lokalisation des Clusterin-Proteins innerhalb der Zelle untersucht. Die rote Färbung in
A  
Hämatoxylin blau
 diesen Experimenten wurde eine Immnunfärbung nur im Cytoplasma – nicht aber im 
ellkern – beobachtet. Die Färbung zeigt oft ein granuläres Muster.  
ie Clusterin-Protein-Expression steigt unter dem Einfluss der verschiedenen TSA-
osierungen unterschiedlich stark an. So zeigen die mit Ethanol behandelten Kontroll-
ellen schon eine gewisse cytoplasmatische Clusterin-Basis-Expression, die nach der 
ultivierung mit 0,2 und 0,5 µM/L TSA zunimmt.  
 
bbildung 37 zeigt die Lokalisierung des Clusterin-Proteins an. Die Kerne sind mit
 gegengefärbt. 
In
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Abbildung 32: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in mit verschiedenen TSA-Dosierungen 
behandelten MCF-7-Zellen durch Western Blot-Analyse 
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Abbildung 33: Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa in verschiedenen Passagen von               
MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
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Abbildung 34: Expression der Clusterin-Bande bei 38 kDa in verschiedenen Passagen von               
MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
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Abbildung 35: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression  der Clusterin-Bande bei 65 kDa 
in MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
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bbildung 36: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression  der Clusterin-Bande bei 38 kDa 
in MCF-7-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
A
 
Abbildung 37: Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) und    
48-stündiger Kultivierung mit 0,2 (B) und 0,5 µM/L TSA (C) 
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4.5. Die p21-Protein-Expression in MCF-7-Zellen unter dem Einfluss 
verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
 
Darüber hinaus wurden drei Passagen der MCF-7-Zellen auch hinsichtlich ihrer p21-
Protein-Expression unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
untersucht. In Abbildung 39 ist das p21-Protein rot gefärbt. 
Der Versuch zeigt, dass schon bei etwa einem Drittel der MCF-7-Zellen, die nicht mit 
TSA behandelt waren, p21 exprimiert wird (Abb. 38). Das Protein ist ausschließlich im 
Zellkern zu finden.  
Nach einer Kultivierung der Zellen mit TSA kommt es im Vergleich zu den nur mit 
Alkohol behandelten Zellen zu einer Zunahme der p21-Protein-Expression auf etwa 
74 % nach 12 Stunden und auf 80 % nach 24 Stunden (Abb. 38). Längere 
Inkubationszeiten der Zellen mit TSA führten zu einer Abnahme der p21-positiven 
Zellen auf 67 % nach 48 Stunden und 60 % nach 72 Stunden. Insgesamt handelt es sich 
um eine signifikante Zunahme der p21-Expression nach einer 12- und 24-stündigen 
TSA-Inkubation, aber um eine nicht signifikante Zunahme nach einer 48- und 72-
stündigen TSA-Inkubation (paired t-Test, p12=0,02; p24=0,022; p48=0,101; p72=0,133).    
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Abbildung 38: p21-Protein-Expression in verschiedenen Passagen TSA-behandelter MCF-7-Zellen 
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Abbildung 39: p21-Protein-Expression in MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) und 12-
stündiger (B), 24-stündiger (C), 48-stündiger (D) und 72-stündiger (E) Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA 
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4.6. Die Korrelation zwischen der p21- und der Clusterin-Protein-
Expression in MCF-7-Zellen  
 
Die Immundoppelmarkierung wurde durchgeführt, um zu überprüfen, ob die  Clusterin- 
und p21-Protein-Expression strikt kolokalisiert ist. In der MCF-7-Zelllinie gibt es 
Zellen, die die Proteine p21 und Clusterin gleichzeitig exprimieren. Im Kern ist das 
blau-schwarz markierte p21-Protein zu sehen, während im Cytoplasma das rot markierte 
Clusterin-Protein vorliegt (Abb. 40). Diese Färbung hat einen granulären Charakter, was 
auf eine Lokalisierung des Proteins in Exozytose-Vesikeln schließen lässt. Es sind aber 
auch Zellen zu sehen, die nur eines der beiden Proteine bilden, die also entweder 
nukleäres p21 oder cytoplasmatisches Clusterin besitzen.  
Nach einer Behandlung der MCF-7-Zellen mit 0,5 µM/L TSA für 18 Stunden nimmt die 
Anzahl der Zellen, die sowohl das Clusterin- als auch das p21-Protein exprimieren, im 
Vergleich zu den nur mit Alkohol behandelten Zellen signifikant (paired t-Test, 
p=0,004) von 20 % auf 64 % zu (Abb. 41).  
Dahingegen nimmt der Anteil der MCF-7-Zellen, die nur das p21-Protein bilden, nach 
der TSA-Behandlung durchschnittlich von 26 % auf 21 % ab. Die Anzahl der MCF-7-
Zellen, die lediglich das Clusterin-Protein bilden, nimmt nach der TSA-Behandlung 
durchschnittlich von 32 % auf 14 % ab (Abb. 41).  
 
 
Abbildung 40: p21- und Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) 
und 0,5 µM/L TSA (B) 
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Abbildung 41: Mittelwerte und Standardabweichungen der p21- und Clusterin-Protein-Expression in 
MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (-) und 0,5 µM/L TSA (+) (Clusterin+ = Clusterin-positiv, 
p21-negativ; p21+ = p21-positiv, Clusterin-negativ; Clusterin+p21+ = Clusterin- und p21-positiv) 
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4.7. Die Clusterin-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten und TSA-
Dosierungen  
 
4.7.1. Die Clusterin-mRNA-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
 
Mittels Real-Time RT-PCR konnte die Clusterin-mRNA-Expression in den MDA-MB-
231-Zellen nachgewiesen werden.  
Die Ergebnisse zeigen, dass durch eine Kultivierung der MDA-MB-231-Zellen mit 
0,5 µM/L TSA für 24 Stunden im Vergleich zu mit Alkohol kultivierten Zellen die 
Clusterin-mRNA-Expression im Durchschnitt nicht signifikant abnimmt (Tab. 17, 
Abb. 42). Dieser Mittelwert beruht aber auf sehr heterogenen Einzelwerten (paired t-
Test, p=0,876). In drei Passagen der MDA-MB-231-Zellen kommt es unter der 
Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA für 24 Stunden zu einer Zunahme der Clusterin-
mRNA-Expression. Nur in einer Passage ist eine sehr deutlich Abnahme zu verzeichnen 
(Abb. 43).  
Bei einer Kultivierung der Zellen mit 0,5 µM/L TSA für 12, 48, 72 und 96 Stunden 
kommt es bezüglich der Clusterin-mRNA-Expression zu einer nicht signifikanten 
Zunahme im Vergleich zu den nur mit Alkohol kultivierten Zellen (paired t-Test, 
p12=0,824; p48=0,304; p72=0,467; p96=0,28).  
 
 
Tabelle 17: Mittelwerte (MW) und Standarbweichungen (SD) der Clusterin-mRNA-Expression in    
MDA-MB-231-Zellen in "arbitrary units" (N=4) 
 
 
 TSA-Behandlung 
       
       
 0h 12h 24h 48h 72h 96h 
       
       
MW ± SD 1,14 ± 0,35 1,26 ± 0,84 1,07 ± 0,58 1,21 ± 0,38 1,24 ± 0,42 1,24 ± 0,48 
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Abbildung 42: Mittelwerte und Standardabweichungen der Clusterin-mRNA-Expression in             
MDA-MB-231-Zellen in „arbitrary units“ unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 43: Clusterin-mRNA-Expression in verschiedenen Passagen TSA-behandelter                
MDA-MB-231-Zellen 
 
4.7.2. Die Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
 
Neben der mRNA wurden auch die entsprechenden Proteinprodukte im Western Blot an 
vier verschiedenen Passagen der MDA-MB-231-Zellen untersucht. Im Western Blot 
kann nur eine Isoform detektiert werden, welche bei ungefähr 65 kDa liegt (Abb. 46; 
Bei der dargestellten Passage handelt es sich um die in Abb. 44 rot gekennzeichnete 
P8). Diese nimmt nach einer Behandlung der Zellen mit 0,5 µM/L TSA für 12 und 
24 Stunden im Vergleich zu den für die entsprechende Dauer mit Alkohol behandelten 
Zellen nicht signifikant zu (Abb. 45, paired t-Test, p12=0,232; p24=0,302).  
4. Ergebnisse 50
 
Nach einer TSA-Behandlung für 48 Stunden zeigt die Clusterin-Protein-Expression 
keine eindeutige Tendenz. In diesem Fall kommt es in 2 Passagen zu einer Zunahme 
und in 2 Passagen zu einer Abnahme der Clusterin-Protein-Expression im Vergleich zur 
Ethanol-behandelten Kontrolle (Abb. 44).  
Vergleicht man die Clusterin-Protein-Expression der Zellen, die einer 72-stündigen 
TSA-Behandlung unterzogen wurden, mit der Clusterin-Protein-Expression der Zellen, 
die 72 Stunden mit Ethanol kultiviert wurden, so fällt auf, dass die Clusterin-Protein-
Expression unter der TSA-Behandlung nicht signifikant abnimmt (paired t-Test, 
p=0,194).  
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Abbildung 44: Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa in verschiedenen Passagen von              
MDA-MB-231-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 45: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa 
in MDA-MB-231-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
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Abbildung 46: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in mit verschiedenen TSA-Inkubationszeiten 
behandelten MDA-MB-231-Zellen durch Western Blot-Analyse 
 
Darüber hinaus wurde mittels immunhistochemischer Versuche an drei verschiedenen 
Passagen die genaue Lokalisation des Clusterin-Proteins innerhalb der Zelle untersucht. 
In Abbildung 47 ist das Clusterin-Protein an seiner roten Färbung zu erkennen.  
Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigen, dass das Clusterin-Protein in MDA-MB-
231-Zellen nur im Cytoplasma zu finden ist. Eine nukleäre Form ist nicht zu erkennen.  
 
 
Abbildung 47: Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit            
EtOH (A) und 12-stündiger (B), 24-stündiger (C), 48-stündiger (D) und 72-stündiger (E)        
Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA 
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4.7.3. Die Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
Im Western Blot wurde an drei verschiedenen Passagen der MDA-MB-231-Zellen der 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen auf die Clusterin-Protein-Expression 
untersucht. Im Gegensatz zu den MCF-7-Zellen findet man bei den MDA-MB-231-
Zellen nur eine Clusterin-Bande bei 65 kDa (Abb. 48).  
Bei fast allen TSA-behandelten Kulturen liegt eine signifikante Zunahme der Clusterin-
Protein-Expression im Vergleich zu den nur mit Alkohol behandelten Zellen im 
Western Blot vor (paired t-Test, p0,2=0,02; p0,5=0,0078; p0,75=0,0184; p2=0,14). Am 
größten ist die Expressions-Steigerung unter dem Einfluss von 0,2 µM/L TSA 
(Abbildungen 49 und 50).  
 
 
Abbildung 48: Nachweis der Clusterin-Protein-Expression in mit verschiedenen TSA-Dosierungen 
behandelten MDA-MB-231-Zellen durch Western Blot-Analyse 
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Abbildung 49: Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa in verschiedenen Passagen von              
MDA-MB-231-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
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Abbildung 50: Mittelwerte und Standardabweichungen der Expression der Clusterin-Bande bei 65 kDa 
in MDA-MB-231-Zellen im Western Blot unter dem Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
Mittels der Immunhistochemie wurde die zelluläre Lokalisation des Clusterins in den 
MDA-MB-231-Zellen an drei verschiedenen Passagen untersucht (Abb. 51).  
 
 
Abbildung 51: Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) 
und 48-stündiger Kultivierung mit 0,2 (B), 0,5 (C) und 1 µM/L TSA (D) 
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Auch in dieser Zelllinie ist unter diesen Bedingungen keine nukleäre Clusterin-
Expression zu zeigen. Allerdings wird das an der roten Färbung zu erkennende 
Clusterin-Protein im Cytoplasma unter den verschiedenen TSA-Dosierungen 
unterschiedlich stark exprimiert. So zeigen nur mit Alkohol behandelte Zellen schon 
eine schwache Clusterin-Basis-Expression im Cytoplasma, die nach der Kultivierung 
mit 0.2, 0.5 und 1 µM/L TSA zunimmt. In den immunhistochemischen Bildern fällt auf, 
dass die Anzahl der Zellen nach einer TSA-Behandlung deutlich geringer ist 
(Abb. 51 B, C und D). 
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4.8. Die p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss von TSA 
 
4.8.1. Die p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten 
 
Drei Passagen der MDA-MB-231-Zellen wurden auch hinsichtlich ihrer p21-Protein-
Expression unter dem Einfluss verschiedener TSA-Inkubationszeiten untersucht. In 
Abbildung 53 ist das p21-Protein als blau-schwarzes Präzipitat visualisiert. 
Der Versuch zeigt, dass schon bei etwa der Hälfte der MDA-MB-231-Zellen, die nicht 
mit TSA behandelt waren, p21 exprimiert wird (Abb. 52). Das Protein ist ausschließlich 
im Zellkern zu finden.  
Nach einer Kultivierung der Zellen mit TSA für 12 Stunden kommt es im Vergleich zu 
den nur mit Alkohol behandelten Zellen zu einer signifikanten Zunahme der p21-
Protein-exprimierenden Zellen auf etwa 80 % (paired t-Test, p=0,02). Nach 24 Stunden 
kommt es zu einem nicht signifikanten Zuwachs auf 82 % (Abb. 52; paired t-Test, 
p=0,069). Nach einer TSA-Inkubationszeit von 48 Stunden bilden 85 % der Zellen das 
p21-Protein. Nach 72 Stunden sind es 87 % (paired t-Test, p48=0,027; p72=0,038). Im 
Durchschnitt steigt die p21-Protein-Expression mit der Dauer der TSA-Inkubation also 
leicht an. Dies trifft aber nicht auf alle Passagen im Einzelnen zu (Abb. 52).  
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Abbildung 52: p21-Protein-Expression in verschiedenen Passagen von MDA-MB-231-Zellen nach 
Kultivierung mit verschiedenen TSA-Inkubationszeiten  
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Abbildung 53: p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) und 
12-stündiger (B), 24-stündiger (C) und 48-stündiger (D) Kultivierung mit 0,5 µM/L TSA 
 
4.8.2. Die p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen 
 
Da die Clusterin-Expression durch das p21-Protein und die p21-Expression ihrerseits 
durch eine TSA-Behandlung induziert wird, wurde in drei Passagen der MDA-MB-231-
Zellen (P7, P8, P10) die p21-Protein-Expression unter dem Einfluss verschiedener TSA-
Konzentrationen immunhistochemisch untersucht.  Darüber hinaus wurde drei weiteren 
Passagen (P5, P6, P7) nur eine Dosierung von 0,5 µM/L TSA sowie Alkohol zur 
Kontrolle zugesetzt. Das p21-Protein ist in Abbildung 55 an seiner roten Markierung zu 
erkennen.  
Der Versuch zeigt, dass schon bei etwa 50 % der MDA-MB-231-Zellen, die zur 
Kontrolle mit EtOH behandelt wurden, p21 exprimiert wird (Abb. 54). Das Protein ist 
ausschließlich im Zellkern zu finden (Abb. 55). Nach einer Kultivierung der Zellen mit 
0,2 µM/L TSA kommt es im Vergleich zu den nur mit Alkohol behandelten Zellen zu 
einer leichten, aber nicht signifikanten Zunahme der p21-Protein-Expression auf etwa 
56 % (paired t-Test, p=0,376). Jedoch scheint eine Behandlung der Zellen mit höheren 
TSA-Konzentrationen einen deutlichen Einfluss auf die Stärke der p21-Protein-
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Expression zu nehmen. So kommt es zum Beispiel unter dem Einfluss von 0,5 µM/L 
TSA im Vergleich zu mit Alkohol behandelten Zellen zu einer signifikanten Zunahme 
auf durchschnittlich 80 % (paired t-Test, p=0,002), unter 1 µM/L TSA  zu einer nicht 
signifikanten Zunahme auf 72 % (paired t-Test, p=0,168). 
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Abbildung 54: p21-Protein-Expression in verschiedenen Passagen von MDA-MB-231-Zellen nach 
Kultivierung mit verschiedenen TSA-Dosierungen  
 
 
Abbildung 55: p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (A) und 
48-stündiger Kultivierung mit 0,2 (B), 0,5 (C) und 1 µM/L TSA (D) 
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4.9. Die Korrelation zwischen der p21- und der Clusterin-Protein-
Expression in MDA-MB-231-Zellen  
 
Die Immundoppelmarkierung wurde durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Clusterin- 
und die p21-Protein-Expression strikt kolokalisiert ist. Auch in der MDA-MB-231-
Zelllinie gibt es Zellen, die die Proteine p21 und Clusterin gleichzeitig exprimieren. Im 
Kern ist das blau-schwarz markierte p21-Protein zu sehen, während im Cytoplasma das 
rot markierte Clusterin-Protein vorliegt (Abb. 56). Diese Färbung hat einen granulären 
Charakter, was auf eine Lokalisierung des Proteins in Exozytose-Vesikeln schließen 
lässt. In beiden Zelllinien sind aber auch Zellen zu sehen, die nur eines der beiden 
Proteine bilden, die also entweder nukleäres p21 oder cytoplasmatisches Clusterin 
besitzen.  
Nach einer Behandlung der MDA-MB-231-Zellen mit 0,5 µM/L TSA für 18 Stunden 
nimmt die Anzahl der Zellen, die sowohl das Clusterin- als auch das p21-Protein 
exprimieren, im Vergleich zu den nur mit Alkohol behandelten Zellen signifikant von 
25 % auf 59 % zu (Abb. 57, paired t-Test, p=0,025). Der Anteil der MDA-MB-231-
Zellen, die nur das p21-Protein bilden, nimmt nicht signifikant von 9 % auf 18 % zu 
(paired t-Test, p=0,148). Nur die Zellen, die lediglich das Protein Clusterin bilden, 
nehmen durch die TSA-Behandlung signifikant von 57 % auf 22 % ab (paired t-Test, 
p=0,003).  
 
 
Abbildung 56: p21- und Clusterin-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung       
mit EtOH (A) und 0,5 µM/L TSA (B) 
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Abbildung 57: Mittelwerte und Standardabweichungen der p21- und Clusterin-Protein-Expression in 
MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit EtOH (-) und 0,5 µM/L TSA (+) (Clusterin+ = Clusterin-
positiv, p21-negativ; p21+ = p21-positiv, Clusterin-negativ; Clusterin+p21+ = Clusterin- und p21-positiv) 
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4.10. TSA-Dosierung und zelluläre Seneszenz 
 
Im Durchschnitt sind bei den MCF-7-Zellen nach einer 48-stündigen 
Ethanolbehandlung etwa 8 % der Zellen seneszent (Abbildungen 58 und 59). Nach einer 
Kultivierung der MCF-7-Zellen mit TSA steigt die Zahl der seneszenten Zellen 
signifikant an. So zählt man nach einer 48-stündigen Behandlung mit 0,2 µM/L TSA 
26 % β-Galaktosidase-bildende Zellen (paired t-Test, p=0,041). Unter einer Dosierung 
von 0,5 µM/L TSA sind es 25 % (paired t-Test, p=0,025), von 1 µM/L TSA 23 % 
(paired t-Test, p=0,055).  
Die TSA-Dosis scheint also das Ausmaß der Induktion der zellulären Seneszenz nicht 
zu beeinflussen. 
 
 
Abbildung 58: Induktion zellulärer Seneszenz in MCF-7-Zellen nach Kultivierung mit                      
EtOH (A) und 48-stündiger Kultivierung mit 0,2 (B), 0,5 (C) und 1 µM/L TSA (D) 
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Abbildung 59: Anteil seneszenter Zellen in verschiedenen MCF-7-Zell-Passagen unter dem          
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen   
 
Im Durchschnitt sind bei den MDA-MB-231-Zellen nach einer 48-stündigen 
Ethanolbehandlung etwa 6 % der Zellen seneszent (Abbildungen 60 und 61). Nach einer 
Kultivierung der MDA-MB-231-Zellen mit TSA steigt die Zahl der seneszenten Zellen 
signifikant an. So zählt man nach einer 48-stündigen Kultivierung mit 0,2 µM/L TSA 
25 % β-Galaktosidase-bildende Zellen (paired t-Test, p=0,006). Unter einer Dosierung 
von 0,5 µM/L TSA sind es 29 % (paired t-Test, p=0,016), von 1 µM/L TSA sogar 40 % 
(paired t-Test, p=0,029). In MDA-MB-231-Zellen wird also durch die höhere TSA-
Dosis von 1 µM/L TSA das Ausmaß der Induktion der zellulären Seneszenz zumindest 
in drei der vier Passagen nochmals gesteigert. 
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Abbildung 60: Anteil seneszenter Zellen in verschiedenen MDA-MB-231-Zell-Passagen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen   
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Abbildung 61: Induktion zellulärer Seneszenz in MDA-MB-231-Zellen nach Kultivierung mit         
EtOH (A) und 48-stündiger Kultivierung mit 0,2 (B), 0,5 (C) und 1 µM/L TSA (D) 
 
Da die Seneszenz-Induktion wie die p21-Protein-Expression in MDA-MB-231-Zellen 
unter dem 48-stündigem Einfluss von 0, 0.2, 0.5 und 1 µM/L TSA untersucht wurde, 
kann ein direkter Vergleich zwischen beiden für die MDA-MB-231-Zelllinie angestellt 
werden. Abbildung 62 zeigt den Einfluss der verschiedenen TSA-Konzentrationen auf 
die p21-Protein-Expression sowie auf den Anteil seneszenter Zellen.      
Nach der 48-stündigen Behandlung mit verschiedenen TSA-Konzentrationen nehmen 
sowohl die p21-Protein-Expression als auch der Anteil seneszenter Zellen im Vergleich 
zur Kontrolle zu. Das Ausmaß der Zunahme ist aber verschieden. So steigt z.B. die p21-
Protein-Expression durch 0,2 µM/L TSA nicht signifikant um 6 %. Der Anteil 
seneszenter Zellen wächst unter 0,2 µM/L TSA aber um 19 %. Durch eine Behandlung 
mit 0,5 µM/L TSA steigt die p21-Protein-Expression der MDA-MB-231-Zellen um 
etwa 30 % und die Zahl seneszenter Zellen um 22 %.  
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Abbildung 62: Durchschnittlicher Anteil seneszenter und p21-positiver MDA-MB-231-Zellen unter dem 
Einfluss verschiedener TSA-Dosierungen im Vergleich 
 
Darüber hinaus wurde die Anzahl metabolisch aktiver MCF-7- und MDA-MB-231-
Zellen nach einer 48- und einer 96-stündigen Inkubation mit 0, 0.2, 0.5, 0.75 und 
1 µM/L TSA mittels eines MTT-Assays quantifiziert. Im Rahmen des MTT-Assays 
wurde an diesen Kulturen die optische Dichte (OD), die positiv mit dem Vorhandensein 
metabolisch aktiver Zellen korreliert, bestimmt. Die Ergebnisse der OD-Messung im 
Rahmen des MTT-Assays sind in den Abbildungen 63 bis 66 (Daten freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von C. Krusche und V. Creutz) dargestellt.  
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Abbildung 63: Ergebnisse der OD-Messung in MDA-MB-231-Zellen nach 48-stündiger                   
TSA-Behandlung 
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Abbildung 64: Ergebnisse der OD-Messung in MDA-MB-231-Zellen nach 96-stündiger                   
TSA-Behandlung 
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Abbildung 65: Ergebnisse der OD-Messung in MCF-7-Zellen nach 48-stündiger TSA-Behandlung 
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Abbildung 66: Ergebnisse der OD-Messung in MCF-7-Zellen nach 96-stündiger TSA-Behandlung 
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Die Dosis-Wirkungskurven der MTT-Assays wurden mittels des Statistik-Programms 
GraphPadPrism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) anhand von 
Regressionskurven beschrieben (Abb. 67).  
 
 
Abbildung 67: Regressionskurven zu den Ergebnissen der OD-Messung 
 
Die weitere statistische Analyse der MTT-Assays wurde mit einem im Internet frei 
zugänglichen Spreadsheet (http://udel.edu/~mcdonald/statintro.html; McDonald, J.H. 
2008. Handbook of Biological Statistics. Sparky House Publishing, Baltimore, 
Maryland) durchgeführt. Die Ergebnisse der statistischen Analyse (Tab. 18) belegen in 
beinahe allen Fällen eine signifikante Abnahme der OD mit zunehmender TSA-
Dosierung. Lediglich nach der 48-stündigen Behandlung der MCF-7-Zellen mit den 
verschiedenen TSA-Dosierungen wurde das Signifikanzniveau gerade nicht erreicht 
(p=0,054996). Dennoch ist auch hier eine eindeutige biologische Tendenz zur Abnahme 
der OD und damit der Zahl metabolisch aktiver Zellen nach einer Behandlung mit 
steigenden TSA-Dosierungen zu erkennen. 
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Tabelle 18: Ergebnisse der statistischen Analyse der MTT-Assays (Analyse mittels quadratischer 
Regression [Y = A + B×X + C×X2]; df= Freiheitsgrade; p=p-Wert; A, B, C= Koeffizienten der 
quadratischen Regressionskurven) 
 
 
Zelllinie/ TSA-
Behandlungsdauer 
 
r2 
 
df 
 
p 
 
A 
 
B 
 
C 
 
 
MCF-7-Zellen / 48h 0,3833 12 0,054996 1,119 -1,777 1,350 
 
 
MCF-7-Zellen / 96h 0,7894 12 0,000087 1,392 -3,534 2,349 
 
 
MDA-MB-231-Zellen / 48h 0,7382 12 0,000322 1,362 -2,223 1,333 
 
 
MDA-MB-231-Zellen / 96h 0,9345 12 7,90×10-8 1,504 -3,460 2,034 
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5. Diskussion 
 
5.1. Die subzelluläre Lokalisation des Clusterin-Proteins in MCF-7- 
und  MDA-MB-231-Zellen  
 
Den Ergebnissen des Western Blots zufolge können MCF-7-Zellen unter verschiedenen 
experimentellen Bedingungen zwei der drei Isoformen des Clusterin-Proteins bilden. 
Sowohl die 65 als auch die 38 kDa schwere Isoform konnten detektiert werden. Bei der 
65 kDa-Bande handelt es sich wahrscheinlich um die Vorläufer-Form des 
sekretorischen Clusterin-Proteins. Da reduzierende Bedingungen bei der Aufarbeitung 
der Proteine verwendet wurden, repräsentiert die 38 kDa-Bande die α- und β-Ketten der 
zur Sekretion bereiten Clusterin-Isoform (sCLU). Diese α- und β-Ketten des sCLU 
treten in MCF-7-Zellen aber erst nach einer Behandlung mit dem 
Histondeacetylase(HDAC)-Inhibitor TSA auf. Nach einer Behandlung mit Estradiol 
(E2) und verschiedenen Gestagenen kann in MCF-7-Zellen nur eine Clusterin-Bande bei 
65 kDa detektiert werden.    
Die nukleäre Clusterin-Isoform mit einem Molekulargewicht von 50-55 kDa zeigte sich 
in keinem der Blots.  
Das in der Immunhistochemie im Cytoplasma sichtbare Clusterin-Protein stellt 
wahrscheinlich die in der Literatur beschriebene 65 kDa schwere Vorläuferform des 
sCLU dar. Das Protein ist aber teilweise auch in Granula verpackt. Bei dieser in Granula 
befindlichen Form des Clusterins handelt es sich vermutlich um das zur Sekretion 
bereite sCLU, welches sich im Western Blot in die α- und β-Ketten gespalten als 
38 kDa-Isoform darstellt. In diesen Granula wird Clusterin bis zur Exozytose gelagert.     
Unter bestimmten experimentellen Bedingungen - einer TSA-Behandlung der MCF-7-
Zellen für 48 und 72 Stunden - traten sehr große dicht rot gefärbte Strukturen in einigen 
Zellen auf (Abb. 31). Dies können sowohl konfluente Zellorganellen als auch 
Kernfragmente sein. Im Falle von Kernfragmenten würde es sich dann um die nukleäre 
Form des Clusterins handeln, obwohl im Western Blot keine entsprechende Bande bei 
55 kDa gefunden worden ist. Die Menge des nukleären Clusterins liegt in diesen Fällen 
wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze des Western Blots, weil keine Bande bei 
55 kDa detektiert werden konnte.  
In den MDA-MB-231-Zellen ist unter den unterschiedlichen experimentellen 
Bedingungen dieser Arbeit - auch nach einer TSA-Behandlung - nur die 65 kDa-
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Clusterin-Bande, nicht aber eine Clusterin-Bande bei 38 kDa zu detektieren. In 
Korrelation mit der fehlenden 55 kDa-Bande waren in der Immunhistochemie auch 
keine MDA-MB-231-Zellen nachzuweisen, die eine nukleäre Anfärbung zeigten.  
Außerdem zeigten die MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zu den MCF-7-Zellen in der 
Immunhistochemie eine deutlich schwächer granulierte Anfärbung des Zytoplasmas, 
woraus man folgern kann, dass die Menge des in den MDA-MB-231-Zellen 
produzierten und/oder gespeicherten sCLU wahrscheinlich so gering ist, dass es im 
Western Blot unter der Nachweisgrenze liegt. Nur die Vorläuferform des 
antiapoptotischen sCLU ist in den Zellen vorhanden. Es kann spekuliert werden, dass 
sCLU in den MDA-MB-231-Zellen entweder nur für sehr kurze Zeit in Granula 
aufbewahrt und sehr schnell sezerniert oder aber nicht hergestellt wird. Es muss 
Folgeexperimenten überlassen sein, zu klären, ob die Zellen die aktiv wirksame 
sekretorische Form nicht bilden oder ob sie diese sofort ins Kulturmedium abgeben. 
Hierzu müssten weitere Untersuchungen der Zellkulturüberstände hinsichtlich des 
sCLU-Gehalts erfolgen. 
 
5.2. Die hormonelle Regulation der Clusterin-Expression 
 
5.2.1. Der Rezeptorstatus von MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen 
 
MDA-MB-231-Zellen besitzen wie MCF-7-Zellen einen Estrogenrezeptor β (ERβ) und 
einen Glucocorticoidrezeptor (GR), aber im Gegensatz zu den MCF-7-Zellen weder 
einen Estrogenrezeptor α (ERα) noch einen Progesteronrezeptor (PR) (Abb. 68) (Lin et 
al. 1999). Das bedeutet, dass Estradiol seine Wirkung in MDA-MB-231-Zellen lediglich 
über den ERβ und Gestagene nur über ihre Partialwirkungen am Aldosteron- und 
Glucocorticoidrezeptor ausüben können.  
 
 
Abbildung 68: ERα- (A) und PR-Rezeptorstatus (B) von MCF-7-Zellen 
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5.2.2. Gestagene und ihre Partialwirkungen 
 
Estrogene und Gestagene sind wichtige Regulatoren von Wachstum und 
Differenzierung des menschlichen Brustgewebes. Zudem wird diskutiert, ob Gestagene 
die estrogen-induzierte Proliferation des Brustdrüsenepithels verstärken.    
Das einzige natürliche Gestagen ist das Progesteron. Darüber hinaus gibt es eine Reihe 
synthetischer und halbsynthetischer Gestagene. Diese können je nach chemischer 
Struktur gemäß Tabelle 19 unterteilt werden (Druckmann 2002).   
Alle Gestagene können das durch vorausgegangene Estrogenstimulation und 
Proliferation aufgebaute Endometrium sekretorisch transformieren. Dabei macht sich 
die antiestrogene Wirkung aller Gestagene am Endometrium auch vor allem als eine 
effektive Hemmung der estrogeninduzierten Endometriumepithelproliferation 
bemerkbar. Diese beruht u.a. auf einer verstärkten Estradiol-Inaktivierung in den 
Endometriumzellen infolge einer Aktivierung der 17β-Steroiddehydrogenase Typ 2 
sowie auf einer Reduktion der Estrogenrezeptor-Expression.   
Darüber hinaus hemmen Gestagene die Gonadotropinsekretion und Ovulation und 
erhöhen die Körpertemperatur.   
 
 
Tabelle 19: Klassifikation der Gestagene 
 
 
Progesteron  
und seine Derivate 
17-OH-Progesteron-
Derivate 
Testosteron-
Derivate 
Norprogesteron- 
Derivate 
Spironolacton-
Derivate 
     
     
Progesteron Cyproteronacetat Gestoden Nestoron Drospirenon 
     
     
Dydrogesteron 
(=Retroprogesteron) 
Medroxyprogesteron-
acetat (MPA) 
Ethinodiol-
Diacetat 
R5020 
(=Promegeston) 
 
     
 
In ihrem Partialwirkungsprofil unterscheiden sich die Gestagene zum Teil erheblich 
(Tab. 20), was von klinischer Relevanz ist. Die Angaben zu den Partialwirkungen der 
einzelnen Gestagene ist allerdings in der Literatur inhomogen (Birkhäuser et al. 2004; 
Druckmann 2002; Kuhl 2000).     
So ist z.B. eine antiandrogene Partialwirkung einiger Gestagene bei Akne, Seborrhoe 
oder Hirsutismus klinisch nützlich, während androgen wirkende Gestagene 
Risikofaktoren für Herz und Kreislauf darstellen und auch die Blutgerinnung negativ 
beeinflussen (Druckmann 2002). Die androgene Partialwirkung soll auch den 
estrogeninduzierten Anstieg des HDL-Cholesterins und der Triglyzeride sowie 
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verschiedener Hämostasefaktoren wie Faktor VII reduzieren (Birkhäuser et al. 2004). 
Andere Studien zeigen aber, dass bei den angewendeten geringen Dosierungen keine 
klinischen Auswirkungen seitens der androgenen Partialwirkung zu erwarten sind. 
Lediglich bei prädisponierten Frauen soll es zu Seborrhoe und kaum wahrnehmbaren 
Veränderungen der Stimme kommen (Kuhl 2000).                 
Die glucocorticoide Partialwirkung der Gestagene kann zu Ödemen, Hypertonus, 
psychischen Veränderungen im Sinne einer Euphorie, einer diabetogenen 
Stoffwechsellage mit Hyperinsulinämie, osteoporotischen Veränderungen, 
Wundheilungsstörungen, einer verminderten ACTH-Ausschüttung aus dem 
Hypophysenvorderlappen und Gewichtszunahme führen. Die psychotrope Wirkung 
könnte dann aber z.B. bei Gereiztheit auch von klinischem Nutzen sein (Druckmann 
2002). Anderen Studien zufolge machen sich diese glucocorticoiden Wirkungen aber 
nur bei extrem hohen Dosierungen klinisch bemerkbar (Kuhl 2000).  Klinische 
Konsequenzen soll jedoch die Hochregulierung des Thrombinrezeptors, des Tissue-
Faktors und der prokoagulatorischen Aktivität in der Gefäßwand durch Gestagene mit 
glucocorticoider Partialwirkung haben, die bei üblichen Dosierungen nachweisbar ist 
und der Wirkung des Dexamethasons entspricht. Die Hochregulierung des 
Thrombinrezeptors durch Kortisol und die damit in Verbindung stehende Aktivierung 
der extrinsischen Gerinnung spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer 
Atherosklerose und der Entstehung von Herzinfarkten und Thrombosen. Gestagene mit 
glucocorticoider Aktivität können auf diese Weise also an der Entstehung von 
Gefäßerkrankungen beteiligt sein (Birkhäuser et al. 2004).  
Die Begründung für die vielen verschiedenen Partialwirkungen der Gestagene ist in der 
strukturellen Ähnlichkeit von Estrogen-, Progesteron-, Androgen-, Glucocorticoid- und 
Aldosteronrezeptor zu suchen, die alle zur Familie nukleärer Rezeptoren gehören.     
 
 
Tabelle 20: Partialwirkungen ausgewählter Gestagene (A-E= antiestrogen, EST= estrogen, AND= 
androgen, A-A= antiandrogen, GLU= glucocorticoid, A-M= antimineralocorticoid) 
 
       
Gestagen A-E EST AND A-A GLU A-M 
       
       
Progesteron + - - (+)/- +/(+) + 
       
       
MPA + - (+) - + - 
       
       
MegAc + - (+)/- +/- + - 
       
       
R5020 + - - - -/+ - 
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5.2.3. Der Einsatz von Medroxyprogesteronacetat und R5020 in der 
Therapie von Mamma-Karzinomen 
 
Einige Gestagene wurden schon unter dem Aspekt eines möglichen Einsatzes in der 
Therapie von Mamma-Karzinomen untersucht. Neuen Studien zufolge soll 
Medroxyprogesteronacetat (MPA) nützlich sein bei der Behandlung von Brustkrebs.  
Lin et al. (1999) haben gezeigt, dass in mit PR-cDNA transfezierten MDA-MB-231-
Zellen verschiedene Gestagene, darunter auch MPA (Abb. 69) und R5020, die DNA-
Synthese und das Wachstum der eigentlich PR-negativen MDA-MB-231-Zellen 
hemmen können. Diese Inhibition ist abhängig von der Konzentration, wobei MPA eine 
größere Potenz besitzt als R5020 und Progesteron. Die Wachstumshemmung ist 
assoziiert mit einem Zellzyklusarrest in der G0- oder der G1-Phase. Diese Resultate 
ähneln denen von Sutherland et al., die gezeigt haben, dass MPA das Wachstum in 
T47D-Zellen hemmt. Dies demonstriert, dass Gestagene in Brustkrebszellen einen 
durch den PR vermittelten antiproliferativen Effekt besitzen. Eine Reaktivierung der 
PR-Expression in PR-negativen Brustkrebszellen kann also hinsichtlich ihrer 
Wachstumskontrolle durchaus vielversprechend sein.  
In einer weiteren Studie haben Lin et al. (2003) an mit PR-cDNA behandelten MDA-
MB-231-Zellen den Effekt des einzigen natürlichen Gestagens - des Progesterons - auf 
die Differenzierung dieser Zellen untersucht. Die deutliche Steigerung der Expression 
von E-Cadherin, einem Adhäsionsmolekül, in diesen mit Progesteron behandelten 
Zellen diente als Anhaltspunkt für die durch Progesteron hervorgerufene 
Differenzierung der genannten Brustkrebszelllinie.     
Es wurde auch gezeigt, dass MPA sowie die Glucocorticoide Dexamethason und 
Prednisolon die Expression des Metastase-Suppressor-Gens Nm23-H1 in MDA-MB-
231-Zellen in vitro steigert (Palmieri et al. 2005). Bei Nm23-H1 handelt es sich um ein 
Protein, das als Histidinkinase arbeitet und mit verschiedenen Proteinen interagiert. Die 
Nm23-H1-Expression reduziert die Metastasierung von Karzinomen z.B. der Mamma, 
der Prostata und des Kolons in Lymphknoten, Lungen und Leber. Auch im Tierversuch 
konnte gezeigt werden, dass mit MPA behandelte Mäuse kleinere und weniger 
Metastasen hatten als Mäuse, die kein MPA erhalten hatten. MPA kann diesen 
Ergebnissen zufolge ein durchaus vielversprechendes Medikament zur Therapie von 
metastasierenden Mamma-Karzinomen ohne Progesteronrezeptor-Expression werden.  
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Steigerung der Nm23-H1-Expression durch 
MPA durch den GR vermittelt wird, da MPA als Agonist mit dem GR interagieren kann 
und folglich nicht auf die Expression des PR angewiesen ist.  
MPA (Abb. 69) kann als Agonist mit dem PR und dem GR interagieren. Neben seiner 
antiestrogenen Wirkung besitzt es auch eine leichte androgene Wirkung. Unter 
Betrachtung des Rezeptorstatus der MDA-MB-231-Zellen fällt auf, dass eine 
Steigerung der Nm23-H1-Expression nur über den GR vermittelt werden kann.  
 
 
Abbildung 69: Strukturformel des Gestagens Medroxyprogesteronacetat 
 
Durch die verschiedenen Partialwirkungen des MPA können in vivo entsprechende 
bereits erläuterte Nebenwirkungen hervorgerufen werden. Die androgene 
Partialwirkung des MPA ist schwächer als seine glucocorticoide Partialwirkung, da die 
Bindungsaffinität des MPA zum Androgenrezeptor (AR) um ein Vielfaches geringer ist 
als die Bindungsaffinität zum GR (Kuhl 2000).  
 
5.2.4. Der Einsatz von Megestrol-Acetat in der Krebstherapie 
 
Megestrol-Acetat (MegAc) ist ein Gestagen, welches schon seit vielen Jahren in der 
Therapie von metastasierenden Mamma-Karzinomen eingesetzt wird. Eine 
Nebenwirkung, die bei hohen Dosierungen dieses Gestagens auftritt, ist eine 
Gewichtszunahme, die bei kachektischen Patienten in der Therapie ausgenutzt wird. 
Studien haben gezeigt, dass MegAc in vitro eine durch das P-Glycoprotein (P-Gp) 
vermittelte Resistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika wie Vinca-Alkaloide 
aufheben kann. P-Gp ist eine transmembranäre Efflux-Pumpe, die die intrazelluläre 
Akkumulation von zytotoxischen Substanzen wie Vinca-Alkaloiden und Taxanen 
vermindert. Eine gesteigerte Expression des P-Gp wird oft in gastrointestinalen, renalen 
und adrenalen Karzinomen gefunden, während dies in Karzinomen von Mamma und 
Ovar seltener der Fall ist. Mit MegAc gelingt es in vitro, die P-Gp-vermittelte Resistenz 
5. Diskussion                                                                                                                          
 
73
gegen Chemotherapeutika aufzuheben (Matin et al. 2002). In vivo sind aber die 
Konzentrationen, die für diesen Effekt benötigt werden, aufgrund der starken 
Plasmaeiweißbindung von MegAc nicht zu erreichen.  
Während einer Behandlung mit MegAc kann bei Patienten eine Suppression von ACTH 
und Kortisol auftreten, was auf die glucocorticoide Partialwirkung dieses Gestagens 
hindeutet. Hinsichtlich seiner Wirkung am AR sind in der Literatur verschiedene 
Angaben zu finden. Zum einen soll MegAc eine antiandrogene (Druckmann 2002), zum 
anderen eine leichte androgene (Kuhl 2000) Wirkung haben. 
 
5.2.5. Der Einfluss von Estrogenen und Gestagenen auf die Clusterin-
Expression 
 
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Estrogene in verschiedenen Zelllinien 
einen Einfluss auf die Clusterin-Expression ausüben. Zierau et al. (2004) und Wünsche 
et al. (1998) belegen dies z.B. für die endometriale Adenokarzinomzelllinie RUCA-I der 
Ratte. In diesen Zellen wirken sich Estrogene in vitro fördernd auf die Clusterin-
mRNA-Expression aus. Auch in vivo ist eine Steigerung der Clusterin-mRNA-
Expression in den RUCA-I-Zellen durch Estradiol zu beobachten (Wünsche et al. 
1998). Die Behandlung mit einem Anti-Estrogen hingegen führt in vitro zu einer 
Abnahme der Clusterin-mRNA-Expression in den RUCA-I-Zellen (Zierau et al. 2004). 
Gesundes Endometriumgewebe von Ratten zeigt ein gegenläufiges Verhalten. Hier wird 
durch Estrogene eine Verminderung der Clusterin-mRNA-Expression bewirkt 
(Wünsche et al. 1998).  
Untersuchungen an MCF-7-Zellen demonstrieren, dass ein Estrogenentzug in vivo 
Apoptose induzieren und die Clusterin-Expression steigern kann (Kyprianou et al. 
1991). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass unter Kultivierung mit Estradiol (E2) 
im Vergleich zur Kontrolle eine nicht signifikante Abnahme der Clusterin-mRNA- und 
-Protein-Expression in MCF-7-Zellen bewirkt wird. Wie die Intensität der 65 kDa-
Bande im Western Blot andeutet, nimmt in den eigenen Experimenten die Expression 
der Vorläuferform des antiapoptotisch wirkenden sCLU ab. Diese Ergebnisse scheinen 
im Gegensatz zu denen von Kyprianou et al., die den Entzug von Estrogenen mit der 
Induktion von Apoptose in Zusammenhang bringen, zu stehen.  
In den MDA-MB-231-Zellen liegt weder in der Clusterin-mRNA- noch in der 
Clusterin-Protein-Expression ein signifikanter Unterschied zwischen E2- und Ethanol-
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behandelten Zellen vor. Man kann daraus schließen, dass in diesen Brustkrebszellen die 
Clusterin-Expression keiner Regulation durch Estrogene unterliegt.  
In MCF-7-Zellen zeigt sich bei einer Behandlung mit E2 und MPA bzw. mit E2 und 
R5020 auf der mRNA-Ebene der Clusterin-Expression eine nicht signifikante Zunahme, 
auf der Protein-Ebene hingegen eine nicht signifikante Abnahme. Die nicht signifikante 
Abnahme der Clusterin-Protein-Expression unter diesen Behandlungen kann auch auf 
den Effekt des Estrogens zurückzuführen sein. Die Ergebnisse des Western Blots zeigen 
aber, dass die Abnahme der 65 kDa-Isoform des Clusterin-Proteins durch einen Zusatz 
von MPA stärker ausfällt als durch den alleinigen Einfluss von E2 bzw. den Zusatz von 
R5020. Dies lässt vermuten, dass MPA, nicht aber R5020 einen supprimierenden 
Einfluss auf die Clusterin-Protein-Expression in MCF-7-Zellen besitzt. Möglicherweise 
ist dies auf das erweiterte Partialwirkungsprofil von MPA im Vergleich zu R5020 
zurückzuführen, da die Wirkung von Gestagenen an verschiedenen Genen von ihrem 
Partialwirkungsprofil abhängig ist. Auch für die Patienten sind die Partialwirkungen des 
eingesetzten Gestagens hinsichtlich möglicher Nebenwirkungen der Therapie 
entscheidend.  
Eine Behandlung mit E2 und MPA kann die Clusterin-mRNA-Expression in T47D-
Brustkrebszellen im Vergleich zu einer alleinigen Behandlung mit E2 signifikant 
supprimieren (Krusche et al. 2006).  
Einen tendenziell ähnlichen Effekt scheint MPA in MDA-MB-231-Zellen auszuüben. 
Die Ergebnisse zeigen, dass es in MDA-MB-231-Zellen durch die kombinierte 
Behandlung mit E2 und MPA zu einer Suppression der Clusterin-mRNA im Vergleich 
zu allein mit E2 kultivierten MDA-MB-231-Zellen kommt. Diese Reaktion der PR-
negativen MDA-MB-231-Zellen auf MPA könnte im Einklang mit den Ergebnissen von 
Palmieri et al. (2005) stehen, die eine  gesteigerte Expression des Metastase-Suppressor-
Gens Nm23-H1 in MDA-MB-231-Zellen vermittelt durch MPA via den GR nachweisen 
konnten.  
Wie auch in MCF-7-Zellen scheint R5020 keinen Einfluss auf die Clusterin-Expression 
von MDA-MB-231-Zellen zu nehmen, was auf den fehlenden PR und den fehlenden 
Partialagonismus in MDA-MB-231-Zellen zurückzuführen ist.   
Bei einer Behandlung mit E2 und MegAc zeigen verschiedene Passagen der MCF-7- 
und MDA-MB-231-Zellen keinerlei Regulationstendenzen. Dies lässt darauf schließen, 
dass MegAc die Clusterin-Expression in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen in keiner 
der beiden gewählten Dosierungen beeinflusst. 
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5.3. Der Einfluss von Trichostatin A auf die Clusterin-Expression von 
MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen  
 
5.3.1. Trichostatin A - ein Histondeacetylaseinhibitor 
 
Trichostatin A (TSA) ist ein Histondeacetylase(HDAC)-Inhibitor. Durch die Hemmung 
der Histondeacetylase-Enzymaktivität kann TSA verhindern, dass die ε-Acetylgruppen 
von acetylierten Lysinen innerhalb der Histonkomplexe des Chromosoms entfernt 
werden.  
Durch die Deacetylierung der im N-Terminus von Histon-Proteinen lokalisierten Lysin-
Reste bekommen die Histon-Proteine eine positive elektrische Ladung, was wiederum 
zu einer erhöhten Affinität des Histonkomplexes zur DNA mit ihren negativ geladenen 
Phosphatresten führt. Die DNA wird dadurch fester um die Histonkomplexe gewickelt, 
wodurch sie für Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerase II blockiert und so die 
Transkriptionsrate herunterreguliert wird.     
TSA (Abb. 70) ermöglicht durch die Inhibition der Deacetylierung also eine bessere 
Zugänglichkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen. Es kann 
eine Reaktivierung von Genen bewirken, welche zentrale Kontrollfunktionen bei 
Proliferation, Differenzierung und Apoptose ausüben. Ein Gen, dessen Expression 
durch HDAC-Inhibitoren wie TSA gesteigert wird, ist das Gen für p21, einem Zell-
Zyklus-Regulator. Die Induktion von p21 bewirkt eine Arretierung des Zell-Zyklus und 
kann in den Zellen Apoptose hervorrufen. TSA hemmt den Zell-Zyklus hauptsächlich 
über die Aktivierung des p21-Proteins am Übergang der G1- in die S-Phase und der G2- 
in die M-Phase.   
HDAC-Inhibitoren werden heute aufgrund ihrer antiproliferativen und Apoptose-
induzierenden Wirkung als potentielle Medikamente in der Krebstherapie diskutiert und 
befinden sich bereits in klinischen Studien der Phasen I und II. HDAC-Inhibitoren sind 
in höheren Konzentrationen in Tumorzellen zytotoxisch. Da HDAC-Inhibitoren in sehr 
hohen Dosierungen ihre Zytotoxizität spezifisch in proliferierenden und nicht-
proliferierenden Tumorzellen, aber nicht in gesunden Zellen entfalten, scheinen sie für 
den klinischen Gebrauch besonders attraktiv zu sein(Vávrová et al. 2005). 
Die Wirkung von TSA auf Karzinomzellen wurde auch schon in Kombination mit 
bekannten und bereits in Verwendung befindlichen Chemotherapeutika untersucht. So 
kann TSA z.B. gemeinsam mit Gemcitabine in Pankreaskarzinomzellen eine effektive 
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Proliferationshemmung und erhöhte Apoptoserate im Vergleich zu beiden Substanzen 
in der Monotherapie auslösen (Gahr et al. 2004).    
 
 
Abbildung 70: Strukturformel des Histondeacetylase-Inhibitors Trichostatin A 
 
Die Wirkung des HDAC-Inhibitors TSA auf die Clusterin-Expression kann prinzipiell 
auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen: Werden Zellen mit einer niedrigen TSA-
Konzentration kultiviert, so wirkt der HDAC-Inhibitor wahrscheinlich überwiegend am 
Promotor des Clusterin-Gens. Es ist davon auszugehen, dass eine Hemmung der dort 
lokalisierten HDACs hervorgerufen wird, der eine Reexpression des Clusterin-Gens 
folgt. In T47D-Zellen kann TSA die durch MPA hervorgerufene Suppression der 
Clusterin-mRNA-Expression aufheben (Krusche et al. 2006). Dies zeigt, dass TSA auch 
sehr spezifische Effekte in der mRNA- und Protein-Expression von T47D-
Brustkrebszellen auslöst.    
Neben der Wirkung auf die Genexpression in niedrigen Dosierungen kann der HDAC-
Inhibitor TSA in hohen Dosierungen eine zytotoxische Wirkung entfalten, welche 
therapeutisch ausgenutzt wird. Die Clusterin-Expression wird dann wahrscheinlich nicht 
mehr nur ausschließlich auf der Promotorebene, sondern als Summationseffekt aus der 
direkten Promotorwirkung sowie weiterer molekularer Signaltransduktionswege 
reguliert. Es ist vorstellbar, dass diese Transduktionswege im Rahmen des generell 
hervorgerufenen genotoxischen Stresses, der als eine generalisierte Chromatin-
Destabilisierung zu verstehen ist, aktiviert werden.     
In MCF-7-Brustkrebszellen induziert TSA neben der Steigerung der p21-Expression 
den Abbau von Cyclin D1 (Alao et al. 2006). Dieses Cyclin ist wie p21 ein wichtiger 
Regulator für die Überführung der Zelle aus der G1- in die S-Phase. Wenn unter dem 
Einfluss von TSA Cyclin D1 abgebaut und die p21-Expression gesteigert wird, hemmt 
dies synergistisch die Proliferation der Brustkrebszellen.  
 
 
 
 
5. Diskussion                                                                                                                          
 
77
 
5.3.2. Die Wirkung verschiedener TSA-Dosierungen auf MCF-7- und MDA-
MB-231-Zellen hinsichtlich ihrer Clusterin-Expression 
 
Unter einer Dosierung von 0,2 µM/L TSA für 48 Stunden wird in MCF-7-Zellen die 
sCLU-Isoform deutlich stärker exprimiert. Dies ist zu erkennen an der unter diesen 
Umständen deutlich in Erscheinung tretenden 38 kDa-Bande im Western Blot. Die 
durch die Inkubation mit 0,2 µM/L TSA wahrscheinlich primär auf der Promotorebene 
hervorgerufene Wirkung führt in den Zellen zu einer gesteigerten sCLU-Expression. 
Dies kann dem zytostatischen Effekt und der zytotoxischen Wirkung des TSA 
entgegenwirken und so das Überleben der Zellen unter TSA-Behandlung fördern.  
Den Untersuchungen von Redondo und Villar aus dem Jahre 2000 zufolge besteht eine 
positive Korrelation zwischen der sCLU-Expression und der Größe von Mamma-
Tumoren. Die gesteigerte sCLU-Expression korreliert somit mit einer höheren 
Malignität des Tumors, welche ihren Ausdruck in der höheren Zellvitalität und 
Resistenz gegenüber apoptotischen Reizen findet.  
Nach einer Inkubation mit 0,75 µM/L TSA nimmt die 65 kDa-Isoform signifikant ab, 
während die Menge des in den Zellen vorhandenen sCLU, also die 38 kDa-Bande, keine 
signifikanten Veränderungen zeigt. Dies weist darauf hin, dass TSA in dieser hohen 
Dosierung möglicherweise die posttranslationelle Prozessierung fördert, die notwendig 
ist, um aus der 65 kDa schweren Vorläuferform das zur Sekretion bereite sCLU zu 
formen. Aufgrund des ausbleibenden Anstiegs der 38 kDa-Bande kann man vermuten, 
dass die Zellen das zusätzlich gebildete sCLU zu ihrem eigenen Schutz sehr schnell 
sezernieren. Um diese Hypothese zu beweisen, müssten aber die Zellkulturüberstände 
untersucht werden.   
Es fällt zudem auf, dass die Anzahl der MCF-7-Zellen auf den Objektträgern nach einer 
Inkubation mit TSA sinkt. Dies korreliert mit den Ergebnissen der MTT-Assays, welche 
zeigen, dass die Zahl der metabolisch aktiven MCF-7-Zellen durch eine 48-stündige 
und eine 96-stündige Inkubation mit verschiedenen TSA-Dosierungen im Vergleich zu 
Ethanol-behandelten Zellen signifikant abnimmt. Die Abnahme der Anzahl lebender 
Zellen unter 0.5, 0.75, 1 und 2 µM/L TSA ist nach der 96-stündigen Inkubation stärker 
als nach der 48-stündigen. Dies zeigt, dass hohe TSA-Dosierungen in MCF-7-Zellen 
eine zytotoxische Wirkung entfalten, so dass die Clusterin-Expression keinen 
schützenden Effekt mehr ausüben kann. Dies hat die HDACs für den klinischen Einsatz 
in der Krebstherapie interessant gemacht. 
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Auffällig ist, dass in MCF-7-Zellen nach TSA-Behandlung eine Clusterin-Bande bei 
38 kDa zu detektieren ist, da solch eine Bande in MDA-MB-231-Zellen unter den 
experimentellen Bedingungen dieser Arbeit nicht in Erscheinung getreten ist. In MCF-
7-Zellen ist vermutlich ein bestimmter Induktor vorhanden, der die posttranslationellen 
Modifikationen zur Umwandlung der 65 kDa schweren Vorläuferform des sCLU zum 
sekretionsbreiten Protein anregt, der in MDA-MB-231-Zellen fehlt.  
In MDA-MB-231-Zellen liegt eine signifikante Zunahme der 65 kDa-Bande des 
Clusterins bei einer Inkubation mit 0.2, 0.5 und 0.75 µM/L TSA vor.  
Je höher die TSA-Dosis ist, desto geringer fällt die Zunahme der  65 kDa schweren 
Isoform des Clusterins aus. Dabei gibt es verschiedene Erklärungsansätze: Zum einen 
ist es möglich, dass die 65 kDa schwere Isoform des Clusterins mit steigenden TSA-
Dosierungen tatsächlich nicht mehr so stark vermehrt exprimiert wird, da die 
antiapoptotische Wirkung des sCLU die hohen TSA-Dosierungen nicht mehr 
kompensieren kann. Zum anderen ist es auch vorstellbar, dass das Clusterin unter dem 
Einfluss höherer TSA-Dosierungen schneller sezerniert wird und damit der Detektion 
innerhalb der Zelle entgeht. Diese Erklärung wäre vor allem plausibel vor dem 
Hintergrund, dass Clusterin nach seiner Sekretion auch physiologischerweise 
immunmodulatorische Funktionen im Organismus erfüllt. Wahrscheinlich nimmt aber 
die Expression des Clusterins durch den durch TSA induzierten Sterbeprozess der 
Zellen ab. Denn unter der Kultivierung mit TSA nimmt auch die Zellzahl rapide ab. 
Diese Wirkung zeigt sich auch in den Ergebnissen der MTT-Assays, in denen die Zahl 
der metabolisch aktiven MDA-MB-231-Zellen durch eine 48-stündige und eine 96-
stündige Inkubation mit steigender TSA-Dosierung im Vergleich zu Ethanol-
behandelten Zellen signifikant abnimmt.               
    
5.3.3. Die Wirkung verschiedener TSA-Inkubationszeiten auf MCF-7- und 
MDA-MB-231-Zellen hinsichtlich ihrer Clusterin-Expression 
 
Eine 12-stündige Inkubation mit 0,5 µM/L TSA steigert die Clusterin-mRNA-
Expression in MCF-7-Zellen signifikant. Die Expression der 65 kDa schweren 
Vorläuferform und der 38 kDa schweren α- und β-Ketten des sCLU steigt nach einer 
12-stündigen TSA-Inkubation deutlich an, erreicht aber nicht das Signifikanzniveau. Zu 
späteren Zeitpunkten liegt weder auf der Protein- noch auf der mRNA-Ebene eine 
signifikante Beeinflussung der Clusterin-Expression durch TSA im Vergleich zu den 
Kontrollzellen vor. Es fällt aber auf, dass die 38 kDa-Bande nach einer TSA-
5. Diskussion                                                                                                                          
 
79
Behandlung zu jedem Zeitpunkt stärker in Erscheinung tritt als in Ethanol-behandelten 
Kontrollzellen.  
MCF-7-Zellen reagieren auf eine 12-stündige TSA-Behandlung, indem sie die 
Grundlage für neues sCLU, also die mRNA und die 65 kDa schwere Vorläuferform, 
vermehrt exprimieren. Außerdem setzt die Prozessierung der Vorläuferform zum aus 
den beiden 38 kDa schweren Ketten bestehenden sCLU ein. Dies bedeutet, dass die 12-
stündige TSA-Behandlung sowohl die Transkription zur Bildung der Clusterin-mRNA 
und die Translation zur Synthese der Vorläuferform des Clusterins als auch die 
posttranslationelle Modifikation zur Herstellung des fertigen sekretorischen Clusterins 
induziert. Zu späteren Zeitpunkten wird die mRNA sowie die 65 kDa schwere 
Vorläuferform zwar nicht stärker exprimiert, jedoch ist das fertige sCLU bei allen 
betrachteten TSA-Inkubationszeiten im Vergleich zu Ethanol-behandelten Zellen 
erhöht. Dies bedeutet, dass, auch wenn keine größeren Mengen der Clusterin-mRNA 
oder der 65 kDa schweren Vorläuferform gebildet werden, trotzdem noch ein großer 
Anteil der in den Zellen vorhandenen Vorläuferform zum fertigen sCLU prozessiert 
wird. Selbst wenn nach längeren TSA-Inkubationszeiten Transkription und Translation 
von Clusterin nicht ansteigen, so scheint die TSA-Wirkung doch langfristig noch die 
posttranslationelle Modifikation zur Herstellung des fertigen sCLU zu fördern. 
Vielleicht schadet eine längere TSA-Inkubation den MCF-7-Zellen, so dass sie eine 
vermehrte Transkription und Translation nicht mehr bewerkstelligen können. Generell 
steigt aber unter TSA-Einfluss die posttranslationelle Prozessierung der 65 kDa 
schweren Vorläuferform zum fertigen, antiapoptotisch wirkenden sCLU deutlich an. 
Dies ist als Stressreaktion der MCF-7-Zellen sowohl auf kurzfristige 12- und 24-
stündige, als auch auf langfristige 48- und 72-stündige TSA-Inkubationszeiten zu 
deuten. 
 
In MDA-MB-231-Zellen hat die Dauer der TSA-Inkubation keinen Einfluss auf die 
Clusterin-mRNA-Expression. Zu keinem Zeitpunkt liegt eine signifikante Veränderung 
der Clusterin-mRNA- oder -Protein-Expression vor. Anders als in MCF-7-Zellen ist in 
MDA-MB-231-Zellen nach TSA-Behandlung keine Clusterin-Bande bei 38 kDa zu 
detektieren. Ob in dieser Zelllinie im Gegensatz zu MCF-7-Zellen die  
posttranslationelle Modifikation der 65 kDa schweren Vorläuferform ausbleibt oder ob 
das fertige sCLU nicht gespeichert und sofort sezerniert wird, ist nach wie vor fraglich.   
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Clusterin-mRNA sowie die 65 kDa 
schwere Vorläuferform des sCLU sowohl in MCF-7- als auch in MDA-MB-231-Zellen 
unter allen experimentellen Bedingungen dieser Arbeit zu detektieren sind. Das fertige 
sCLU - repräsentiert durch eine Bande bei 38 kDa im Western Blot - wird aber nur in 
MCF-7-Zellen und in diesen wiederum nur nach einer TSA-Behandlung in 
verschiedenen Dosierungen und Zeiten vorgefunden. In MDA-MB-231-Zellen kann das 
fertige sCLU unter den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit nicht detektiert 
werden. Möglicherweise ist diese Zelllinie nicht dazu fähig, die nötigen 
posttranslationellen Modifikationen an der 65 kDa schweren Vorläuferform 
vorzunehmen. 
 
Außerdem scheinen MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen die Expression von sCLU zum 
Schutz vor äußeren Einflüssen, die das Überleben der Zelle gefährden könnten, zu 
steigern. Auch der HDAC-Inhibtor TSA stellt für Mamma-Karzinom-Zellen einen 
solchen Einfluss dar. Solange die zytotoxische Wirkung des TSA die Integrität der 
Zellen nicht zu sehr stört, schützen diese sich auch gegen TSA durch eine vermehrte 
Bildung von Clusterin. Das Ziel muss es in der Zukunft sein, Substanzen zu finden, die 
die vermehrte sCLU-Expression unterbinden. Denn wenn man in den Krebszellen die 
Synthese von sCLU supprimiert, nimmt man ihnen die Möglichkeit, ihr eigenes 
Überleben zu fördern.    
 
5.4. Die p21-Expression in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen 
 
5.4.1. p21CIP1/WAF1 - ein Cyclinkinase-Inhibitor (CDKI) 
 
5.4.1.1. Funktionen und Effekte des p21-Proteins 
 
Wie der Name bereits andeutet, handelt es sich bei p21CIP1/WAF1 (p21) um ein Protein mit 
einem Molekulargewicht von 21 kDa. Das p21-Protein inhibiert die Aktivität von 
Cyclin/CDK-Komplexen. Aufgrund ihrer Funktion nennt man das p21-Protein und 
seine Verwandten wie das p27-Protein Cyclin-abhängige Cyclinkinase-Inhibitoren, kurz 
CDKI (cyclin dependent kinase inhibitor).    
Bei Cyclin/CDK-Komplexen handelt es sich um Verbindungen aus Cyclinen und 
Cyclin-abhängigen Kinasen (engl. cyclin dependent kinase), die der Regulation und 
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Kontrolle des Zellzyklus dienen. An diese Komplexe kann p21 im Verhältnis 1:1 direkt 
binden (CIP1, „CDK-interacting protein 1“) und so die Zellzyklusprogression hemmen.  
p21 ist auch der Vermittler der p53-induzierten Proliferationshemmung. Das Synonym 
WAF1 bedeutet „wild-type p53-activated fragment“.  
Die Inhibition der Cyclin-abhängigen Kinasen durch p21-Protein kann zum einen den 
Zellzyklus direkt hemmen. Zum anderen kann die Inhibition dieser  Kinasen aber auch 
die Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) verhindern. Das Rb ist in 
phosphoryliertem Zustand inaktiv. Nur in unphosphorylierter Form kann das Rb an 
regulatorische Proteine, die die Zellproliferation fördern, binden und sie inaktivieren. 
Somit wirkt das Rb in unphosphoryliertem Zustand als Tumorsuppressor. Auch in 
seneszenten Zellen liegt das Rb in unphosphoryliertem Zustand vor, so dass es in diesen 
ebenfalls den Zellzyklus hemmt (Rensing 2007).      
Eine Überexpression von p21 führt zu G1- und S-Phase-Arrest in der Zelle. Dies wird 
einerseits durch die bereits erwähnte Hemmung der Kinaseaktivität der Cyclin/CDK-
Komplexe bewirkt. Andererseits entfaltet p21 seine Wirkung auch über andere 
Zielmoleküle, z.B. dem „Proliferating Nuclear Antigen“ (PCNA). Diese Untereinheit 
der DNA-Polymerase δ verankert das Enzym an der DNA und ist unbedingt erforderlich 
für die DNA-Synthese in der S-Phase. Bindet p21 an PCNA, wird die DNA-
Polymerase δ inhibiert und somit die DNA-Proliferation in der S-Phase des Zellzyklus 
blockiert (Forster 2004).  
Die klassische Rolle von p21 ist also die Proliferationsinhibition (Gartel & Tyner 2005).  
Im zellulären Kontext kann p21 aber auch die Proliferation fördern. Das Protein p21 
besitzt auch die Fähigkeit, die Synthese von Cyclin/CDK-Komplexen zu verstärken 
sowie stabilisierend auf diese zu wirken (Forster 2004).  
Darüber hinaus wurde in zahlreichen Zelllinien auch eine antiapoptotische Funktion von 
p21 demonstriert (Gartel & Tyner 2005). Das p21-Protein schützt z.B. vor Apoptose 
durch Chemotherapeutika wie Taxol, Etopsid oder Cisplatin, aber auch vor zellulären 
apoptotischen Stimuli wie Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα). Ein einheitlicher 
Mechanismus, durch den p21 Zellen vor Apoptose schützen kann, ist noch nicht 
bekannt. Jedoch zeigen Studien, dass eine Überexpression von p21 z.B. die Aktivierung 
der Caspase 3 und 8 verhindern kann (Forster 2004).   
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5.4.1.2. Die Regulation der p21-Protein-Expression und -Funktion 
 
Die komplexen Funktionen von p21 werden unter anderem durch seine zelluläre 
Lokalisation reguliert. Liegt das Protein im Zellkern vor, so kann es seine Aktivität als 
CDK-Inhibitor entfalten und die Proliferation der Zelle hemmen. In dieser Form wirkt 
p21 als typischer Tumorsuppressor.  
Dagegen korreliert die cytoplasmatische Lokalisation mit dem Schutz der Zellen vor 
Apoptose. Im Falle der cytoplasmatischen Lokalisation verhindert p21 das Durchlaufen 
des Zellzyklus. Im Cytoplasma auftretendes p21 ist also als Onkoprotein anzusehen. 
Diese Annahmen korrelieren auch mit Studienergebnissen, die eine cytoplasmatische 
Lokalisation von p21 im Falle einer Brustkrebserkrankung mit einer schlechteren 
Prognose in Verbindung mit geringerer Überlebensrate und erhöhter Rezidivgefahr in 
Zusammenhang stellen (Winters et al. 2003).  
In Anbetracht dieser funktionellen Vielfalt ist es schnell ersichtlich, dass die 
Deregulation der p21-Expression eine wichtige Rolle im Rahmen der Karzinogenese 
sowie des Tumorwachstums spielt. Schließlich verhindert die cytoplasmatische 
Akkumulation von phosphoryliertem p21 eine Proliferationshemmung. Es kann aber 
auch ein viel versprechendes Ziel in der Krebstherapie sein, die Expression des 
nukleären p21 zu steigern, da dieses einen Zellzyklusstop bedingen kann.          
Darüber hinaus wird die p21-Funktion über den Phosphorylierungsstatus des Proteins 
reguliert. Wenn p21 am Serin 146 durch die Akt-Kinase phosphoryliert wird, so erhöht 
dies die Stabilität des Proteins. Erfolgt die Phosphorylierung durch die Akt-Kinase am 
Threonin 145, dann verhindert dies die Bindung von p21 an PCNA. Außerdem 
vermindert diese Phosphorylierung die CDK2-inhibitorische Aktivität von p21 durch 
die Reduktion der Bindung von p21 an die Cyclin-abhängige Kinase. Folglich wird 
durch die Phosphorylierung von p21 am Threonin 145 die Proliferation gesteigert 
(Forster 2004). Am Threonin 145 phosphoryliertes p21 ist außerdem cytoplasmatisch 
lokalisiert.  
 
Vornehmlich wird die p21-Expression auf der Transkriptionsebene reguliert. Neben der 
Induktion der p21-Expression durch das Tumorsuppressorgen p53 (Abb. 71), kann die 
Expression auch unabhängig von p53 gesteigert werden (Gartel & Tyner 2005): Das 
Interferon-induzierbare Phosphoprotein p202 sowie eine Aktivierung des STAT-
Signalweges induzieren die p21-Expression p53-unabhängig (Abb. 71). Auch der 
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Transforming Growth Factor-β (TGF-β) fördert die p21-Expression, da er die 
Expression des Onkogens c-Myc vermindert, welches die p21-Expression reduziert.  
Neuere Studien zeigen, dass HDAC-Inhibitoren wie TSA die p21-Expression 
unabhängig von p53 induzieren (Chiba et al. 2004). Dies wird unter anderem damit 
begründet, dass das Chromatin in der p21-Promotorregion durch die HDAC-Inhibition 
verstärkt acetyliert wird. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Steigerung der p21-
Expression in humanen Zervix-Karzinom-Zellen mit einer verminderten c-Myc-
Expression korreliert, welche die p21-Expression supprimiert. Zuletzt wurde in Studien 
gezeigt, dass c-Myc in TSA-behandelten Zervix-Karzinom-Zellen nicht mehr an den 
p21-Promotor bindet, wie es in unbehandelten Zervix-Karzinom-Zellen der Fall ist.  
In der Zusammenschau legen diese Ergebnisse nahe, dass TSA - wie auch TGF-β - eine 
verminderte c-Myc-Expression induziert. Außerdem scheint TSA das Onkoprotein c-
Myc vom p21-Promotor zu lösen. Derart trägt TSA zu einer verstärkten p21-
Transkription bei (Li & Wu 2004). 
 
 
Abbildung 71: Regulation des CDKIs p21 
 
Ein weiteres Onkoprotein, das SET-Protein, wirkt hemmend auf die p21-Funktion, 
indem es durch seine Bindung an p21 dessen inhibitorischen Effekt auf Cyclin-
E/CDK2-Komplexe aufhebt (Estanyol et al. 1999).  
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Darüber hinaus fördert HER2/neu die Phosphorylierung von p21 am Threonin 145 unter 
Vermittlung der Akt-Kinase. Daraus resultiert nach dem bereits beschriebenen 
Mechanismus eine gesteigerte Proliferation der Zelle (Forster 2004). 
Auch verschiedene Chemotherapeutika wurden schon auf ihre Fähigkeit zur Regulation 
des p21-Proteins hin untersucht. Decitabine fördert z.B. die p21-Expression in 
Leukämie-Zellen und induziert in diesen einen Zell-Zyklus-Arrest. Die Steigerung der 
p21-Expression durch Decitabine in Leukämie-Zellen wird vermittelt durch die Proteine 
ATM und p53. Durch eine Schädigung der DNA wird die Protein-Kinase ATM 
rekrutiert. Diese aktiviert wiederum weitere Proteine, die in die DNA-Reparatur sowie 
die Zell-Zyklus-Regulation involviert sind. Zu diesen zählt auch p53, welches dann im 
weiteren Ablauf der Kaskade p21 induziert. Ebenfalls durch p53 vermittelt wird die 
durch Decitabine induzierte Steigerung der p21-Expression in der Kolon-Karzinom-
Zelllinie HCT116 (Jiemjit et al. 2008).   
 
5.4.2. Die Wirkung von TSA auf die p21-Expression von MDA-MB-231-
Zellen  
 
Auch wenn der Berechnung zufolge die Zunahme der p21-Expression in MDA-MB-
231-Zellen nur unter einer Dosierung von 0,5 µM/L TSA signifikant ist, so zeigen die 
Zellen doch auch unter 1 µM/L TSA eine eindeutige Steigerung der p21-Expression. 
Eine Dosierung von 0,2 µM/L TSA scheint aber nicht auszureichen, um die p21-
Expression merklich zu beeinflussen. Unter dieser Dosierung steigt die p21-Expression 
im Vergleich zu Alkohol-behandelten Kontrollzellen lediglich um 6 % an. Die 
Dosierung von 0,5 µM/L TSA scheint eine gewisse Schwelle darzustellen, die erreicht 
werden muss, um die p21-Expression signifikant zu steigern. 
Im Durchschnitt nimmt die p21-Expression mit der TSA-Inkubationszeit zu. Die größte 
Steigerung an p21-positiven Zellen ist nach der 72-stündigen Inkubation der MDA-MB-
231-Zellen mit TSA zu verzeichnen.  
Die durch die unterschiedlichen TSA-Inkubationszeiten hervorgerufenen Anstiege in 
der p21-Expression unterscheiden sich aber nur leicht. So kommt es nach 24 Stunden zu 
einem Anstieg der p21-Expression auf durchschnittlich 82 %, nach 48 Stunden auf 
85 %. Das Verhalten der einzelnen Passagen belegt darüber hinaus, dass die p21-
Expression nach 24 Stunden auch geringer sein kann als nach 12 Stunden, bzw. nach 
48 Stunden geringer als nach 24 Stunden. Die Dauer der TSA-Inkubation entscheidet 
bei auf Glas kultivierten MDA-MB-231-Zellen scheinbar nicht über das Ausmaß des 
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p21-Anstiegs. Das zeigt, dass die Anwesenheit von 0,5 µM/L TSA generell die p21-
Expression erhöht und dass die Inkubationszeit in den MDA-MB-231-Zellen nicht die 
entscheidende Rolle spielt.    
Auffällig ist, dass das p21-Protein in den MDA-MB-231-Zellen stets nukleär lokalisiert 
ist. In dieser Lokalisation kann p21 wie bereits erläutert als CDKI einen 
Zellzyklusarrest bedingen. In Korrelation mit den Studien von Li et al. (2004) an 
Zervix-Karzinom-Zellen steigert der HDAC-Inhibitor TSA also die p21-Expression 
auch in MDA-MB-231-Zellen. In der nukleären Lokalisation übernimmt p21 die 
Funktion eines Tumorsuppressors, so dass der Effekt des TSA durchaus wünschenswert 
und therapierelevant ist. 
Wie die Ergebnisse der MTT-Assays belegen, sterben mit zunehmender TSA-
Dosierung immer mehr MDA-MB-231-Zellen. Dies korreliert mit der zunehmenden 
nukleären p21-Expression und seiner Funktion als Tumorsuppressor. Auf den Anstieg 
des nukleären p21 scheint der Verlust der Zellen zu folgen. Ob die Zellen durch 
Apoptose sterben, ist unklar, aber sehr wahrscheinlich. Diese Frage müsste anhand 
eines Apoptose-Assays geklärt werden.  
 
5.4.3. Die Wirkung von TSA auf die p21-Expression von MCF-7-Zellen 
 
In MCF-7-Zellen scheint die Dauer der TSA-Inkubation für die p21-Expression eine 
größere Rolle zu spielen als in MDA-MB-231-Zellen. Der stärkste Zuwachs an p21-
positiven Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen mit TSA-Inkubation  liegt bei 
24 Stunden (80 % p21-positive Zellen im Vergleich zu 33 % p21-positiven Zellen in der 
Kontrolle). Nach 12 Stunden TSA-Inkubation sind 74 % der Zellen p21-positiv. Der 
Einfluss von TSA scheint in MCF-7-Zellen nach längerer TSA-Inkubation abzunehmen, 
da nach 48 und 72 Stunden nur noch 67 bzw. 60 % der Zellen p21 bilden. Es gilt 
festzuhalten, dass das Optimum der p21-Steigerung durch TSA in MCF-7-Zellen nach 
einer 24-stündigen Inkubation mit dieser Substanz vorliegt. Scheinbar kommt es dann 
zeitverzögert zum Zelltod, so dass 24 Stunden später, also nach einer 48-stündigen 
TSA-Behandlung, weniger Zellen p21 bilden. 
Auch in MCF-7-Zellen exprimiertes p21 ist ausschließlich nukleär lokalisiert, so dass es 
auch hier als Tumorsuppressor angesehen werden kann. Mit dem HDAC-Inhibitor TSA 
gelingt es optimalerweise nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden, diesen 
Tumorsuppressor zu induzieren und damit einen Wachstumsstopp der Krebszellen 
hervorzurufen.  
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5.5. Zusammenhänge zwischen der p21- und der Clusterin-Expression 
 
Die Untersuchungen von Chen et al. aus dem Jahre 2004 zeigen, dass in der 
menschlichen Kolon-Karzinom-Zelllinie HCT116 ein Zusammenhang zwischen der 
Expression des p21 und des nCLU besteht. Zunächst wurde demonstriert, dass 
proapoptotische Stimuli wie Chemotherapeutika die Expression  des proapoptotisch 
wirkenden nCLU in den HCT116-Zellen steigern. Dieselben Stimuli können in dieser 
Zelllinie auch eine signifikante Erhöhung der p21-Expression bewirken. Schließlich 
wurde die Clusterin-Expression in HCT116p21+/+- und HCT116p21-/--Zellen untersucht. 
Bei der Behandlung der p21-positiven Zellen mit dem Chemotherapeutikum 5-
Fluorouracil (5-FU) wurde sowohl p21 als auch Clusterin exprimiert. In den p21-
negativen Zellen wurde aber unter dem Einfluss von 5-FU kein Clusterin gebildet. 
Diese Resultate belegen, dass Clusterin bei fehlender p21-Expression nicht induziert 
und die durch nCLU vermittelte Apoptose gehemmt wird. Wenn Clusterin aber in die 
HCT116p21-/--Zellen transfiziert wurde, wurde nCLU in diesen Zellen exprimiert und 
führte zur Apoptose. Daraus lässt sich schließen, dass nCLU in der 
Signaltransduktionskette unterhalb von p21 liegt und die verstärkte Expression des 
nCLU während der Apoptose von chemotherapeutisch behandelten HCT116-Zellen 
offensichtlich p21-abhängig ist. Der genaue p21-Signaltransduktionsweg, der die 
Expression des nCLU nach chemotherapeutischer Behandlung der HCT116-Zellen 
reguliert, ist aber noch unbekannt.   
Da das Tumorsuppressorgen p53 einen wichtigen Induktor von p21 darstellt, wurde 
auch untersucht, ob die p53-Expression im p21-nCLU-Signaltransduktionsweg der 
HCT116-Zellen involviert ist. Dies ist nicht der Fall, da während der verstärkten 
Expression von nCLU und p21 in chemotherapeutisch behandelten HCT116-Zellen eine 
nicht gesteigerte p53-Expression vorliegt. Darüber hinaus läuft der p21-nCLU-
Signaltransduktionsweg auch in chemotherapeutisch behandelten HCT116p53-/--Zellen 
ab (Chen et al. 2004). Interessanterweise stellten Criswell et al. fest, dass der 
Tumorsuppressor p53 in HCT-116-Zellen supprimierend auf die Synthese des sCLU 
wirkt. Es konnte eine gesteigerte sCLU-Expression in HCT116p53-/--Zellen nach 
Bestrahlung demonstriert werden. Die Suppression des zytoprotektiven sCLU durch 
p53 könnte ein wichtiger Faktor in der Kaskade der p53-vermittelten Ereignisse sein 
(Criswell et al. 2003).      
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Es wurde eine Clusterin-p21-Immundoppelmarkierung durchgeführt, um einen 
möglichen Zusammenhang zwischen der p21- und der Clusterin-Expression 
nachzuweisen. In MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen ist ein Zusammenhang zwischen 
der p21- und der nCLU-Expression nicht wiederzufinden. Wie bereits beschrieben, 
bildet keine der beiden Zelllinien nukleäres Clusterin, unabhängig davon, ob die Zellen 
mit TSA behandelt wurden oder nicht. Das p21-Protein wurde aber in beiden Zelllinien 
nachgewiesen, was darauf schließen lässt, dass p21 in MDA-MB-231- und MCF-7-
Zellen die nCLU-Expression nicht, wie dies in HCT-116-Zellen der Fall ist, induziert.  
 
In der Clusterin-p21-Immundoppelmarkierung der MCF-7-Zellen konnte gezeigt 
werden, dass der Anteil an Zellen, der sCLU bildet, unabhängig davon, ob in diesen 
Zellen auch p21 enthalten ist oder nicht, unter dem Einfluss von TSA um 25,4 % 
zunimmt. Der Anteil an Zellen, der p21 mit oder ohne sCLU exprimiert, steigt aber 
unter dem Einfluss von TSA sogar um 39 % an. Dies belegt, dass TSA in MCF-7-Zellen 
zwar sowohl die Expression von p21 als auch die von sCLU induziert. Allerdings steigt 
die Expression beider Proteine unabhängig voneinander an.    
In MDA-MB-231-Zellen ist die Expression des sCLU, auch hier unabhängig davon, ob 
in diesen Zellen auch p21 enthalten ist oder nicht, unter dem Einfluss von TSA kaum 
verändert. Dafür nimmt aber der Anteil an Zellen, der p21 mit oder ohne sCLU 
exprimiert, unter TSA-Einfluss um 44 % zu. Dies belegt, dass in MDA-MB-231-Zellen 
wie auch in MCF-7-Zellen die Expression der beiden genannten Proteine unabhängig 
voneinander erfolgt.  
Ein weiterer Beleg dafür, dass in keiner der untersuchten Zelllinien eine Korrelation 
zwischen p21- und Clusterin-Expression besteht, ist die Tatsache, dass in beiden 
Zelllinien stets Zellen vorhanden sind, die entweder p21 oder sCLU jedoch nicht beide 
Proteine gleichzeitig exprimieren.               
 
5.6. Die Induktion zellulärer Seneszenz durch TSA   
 
Die zelluläre Seneszenz (von lateinisch senescere „altern“) beginnt nach Erreichen des 
Hayflick-Limits, das als begrenzte Zahl von Teilungen humaner Zellen definiert wird. 
Die Zellteilungskapazität liegt je nach Herkunft der Zelle bei 50 bis 80 Zellzyklen. Die 
zelluläre Seneszenz stellt ein genetisch festgelegtes Programm dar, welches in allen 
Körperzellen mit Ausnahme von Keimbahn- und Stammzellen nach Ablauf der 
begrenzten Zellteilungskapazität aktiviert wird und weitere Zellteilungen verhindert. 
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Die Zellen gehen in eine Art Ruhezustand über, wobei der Zellzyklus der betroffenen 
Zelle in der G1-Phase arretiert wird.   
Alternde Zellen zeichnen sich durch verkürzte Telomerenden aus, da die Chromosomen 
bei jeder Replikation an den Telomerkappen kurze Sequenzen verlieren. Deshalb spricht 
man auch von replikativer Seneszenz. Des Weiteren ist die Tumorsuppressor-Aktivität 
in alternden Zellen höher und in den Mitochondrien kommt es zu einem verstärkten 
Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies.   
Substanzen, die den Zustand der Seneszenz in Tumorzellen auslösen, sind in den Focus 
der Krebsforschung gerückt. Der Vorteil solcher Substanzen gegenüber 
Chemotherapeutika besteht darin, dass sie keine DNA-Schädigung hervorrufen. 
Chemotherapeutika können auch die DNA gesunder Körperzellen schädigen und damit 
schwere Nebenwirkungen wie Anämie, Haarausfall oder Sekundärtumore hervorrufen. 
Verschiedene Studien belegen, dass das p21-Protein zu den Vermittlern zellulärer 
Seneszenz gehört (Rebbaa et al. 2003). Ein Beispiel für einen Seneszenz-auslösenden 
Wirkstoff ist LY83583. Dieser Wirkstoff aktiviert die p21-Expression, welche die 
Seneszenz-auslösende Wirkung vermittelt. Der zellteilungshemmende Effekt von 
LY83583 ist unabhängig von p53 (Lodygin et al. 2002), so dass das p21-Gen in diesem 
Zusammenhang also p53-unabhängig aktiviert wird.  
Sowohl in MCF-7- als auch in MDA-MB-231-Zellen steigt die Anzahl seneszenter 
Zellen unter TSA-Einfluss signifikant an. Die TSA-Dosierung scheint für den Effekt 
aber nicht ausschlaggebend zu sein, da die Anzahl der β-Galaktosidase-positiven Zellen 
nach der Behandlung mit 0.2, 0.5, und 1 µM/L TSA ähnlich ist. Jedoch kann man 
folgern, dass der HDAC-Inhibitor TSA in MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen einen 
effektiven Induktor zellulärer Seneszenz darstellt. 
Fraglich ist, ob das p21-Protein den Vermittler der durch TSA induzierten Seneszenz 
darstellt. Nach einer 48-stündigen TSA-Behandlung nehmen sowohl die p21-Protein-
Expression als auch der Anteil seneszenter Zellen im Vergleich zur Kontrolle unter 
allen verschiedenen TSA-Konzentrationen zu. Das Ausmaß der Zunahmen ist unter 
0,2 µM/L TSA verschieden. So steigt die p21-Protein-Expression durch 0,2 µM/L TSA 
nicht signifikant um 6 %. Der Anteil seneszenter Zellen wächst unter 0,2 µM/L TSA um 
19 %. Nach der Behandlung mit 0,5 und 1 µM/L TSA sind die prozentualen Zunahmen 
der p21-Protein-Expression und der β-Galaktosidase-positiven Zellen aber ähnlich, so 
dass es also durchaus vorstellbar ist, dass die Arretierung des Zellzyklus durch die p21-
Expression die Seneszenz in den Zellen einleitet. Um diesen Sachverhalt genauer zu 
beleuchten, müsste man den Einfluss verschiedener TSA-Konzentrationen auf die p21-
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Protein-Expression und die Zahl seneszenter Zellen zu einem früheren Zeitpunkt, z.B. 
nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden, untersuchen, da die Arretierung des 
Zellzyklus durch p21 der Seneszenz-Induktion vorausgehen muss. Außerdem könnte 
man eine Immundoppelmarkierung der β-Galaktosidase und des p21-Proteins z.B. nach 
einer 24-stündigen TSA-Behandlung durchführen, um zu untersuchen, ob die Zellen 
tatsächlich beide Proteine gleichzeitig exprimieren.    
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6. Zusammenfassung 
 
Das sekretorische Clusterin (sCLU) besteht aus einer je 38 kDa schweren, 
glykosylierten α- und β-Kette, welche durch die Spaltung der 65 kDa schweren 
Vorläuferform des sCLU entstehen. sCLU wird u.a. von apoptotisch sterbenden Zellen 
produziert und wirkt antiapoptotisch. Beim Mamma-Karzinom korreliert seine 
Überexpression mit einem hohen Malignitätsgrad. 
Da wenig über die hormonelle Regulation der Clusterin-Expression im Mamma-
Karzinom bekannt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Clusterin-
Expression in Mamma-Karzinom-Zelllinien einer Regulation durch Steroidhormone 
unterliegt. Außerdem wurde analysiert, ob die Clusterin-Expression durch 
Trichostatin A (TSA), einen tumorwachstumshemmenden Histondeacetylase(HDAC)-
Inhibitor, verändert wird. Parallel sollte der Einfluss von TSA auf das Auftreten der 
zellulären Seneszenz, das Überleben der Zellen und die p21-Expression, die durch 
zytostatisch und apoptotisch wirkende Substanzen beeinflusst wird, untersucht werden.  
Die mRNA- und Protein-Expression wurde mittels Real-Time RT-PCR, Western Blot-
Analytik und Immunhistochemie in MDA-MB-231- und MCF-7-Mamma-Karzinom-
Zellen a) nach Kultivierung mit Estradiol (E2) und E2 in Kombination mit 
verschiedenen Gestagenen (Medroxyprogesteronacetat, R5020 oder Megestrol-Acetat), 
b) nach 48-stündiger Behandlung mit verschiedenen TSA-Dosierungen (0.2, 0.5, 0.75, 1 
und 2 µM/L) und c) nach Behandlung mit 0,5 µM/L TSA für 0 bis 96 Stunden 
untersucht. Beide Zelllinien exprimierten nach Kultivierung mit und ohne 
Steroidhormone lediglich die 65 kDa schwere Vorläuferform des sCLU. Weder durch 
E2 noch durch E2 in Kombination mit Gestagenen wurde das Ausmaß der Clusterin-
mRNA- und -Protein-Expression beider Zelllinien signifikant beeinflusst, so dass die 
Clusterin-Expression in MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen keiner hormonellen 
Regulation unterliegt. Damit unterscheiden sich MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen - 
wenn auch aus unterschiedlichen Gründen - von der T47D-Mamma-Karzinom-Zelllinie, 
die in früheren Studien analysiert wurde. 
 
Durch TSA-Konzentrationen ≥ 0,2 µM/L wurde in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen 
die zelluläre Seneszenz, die mit einer Inhibition der Proliferation einhergeht, induziert. 
Darüber hinaus zeigten TSA-Konzentrationen > 0,5 µM/L zusätzlich einen deutlichen 
zytotoxischen Effekt, was durch die kontinuierliche Reduktion der Zellzahl während der 
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Kultivierung deutlich wurde. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die 
p21-Expression durch TSA-Dosierungen von 0,5 µM/L in MDA-MB-231-Zellen 
dauerhaft, in MCF-7-Zellen hingegen nur nach 12- und 24-stündiger Inkubation 
signifikant gesteigert wurde.  
MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen unterscheiden sich auch in der Prozessierung des 
Clusterins. In den Zellextrakten der MCF-7-Zellen konnten nach TSA-Behandlung 
neben der 65 kDa schweren Vorläuferform auch die 38 kDa schweren Ketten des reifen 
sCLU nachgewiesen werden. Unter den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit 
wurde in MDA-MB-231-Zellen nur die 65 kDa schwere Vorläuferform gefunden, 
während die 38 kDa schweren Ketten des reifen sCLU auch nach einer TSA-
Behandlung nicht detektiert werden konnten. Zusätzlich fällt auf, dass eine signifikante 
Steigerung der Clusterin-Expression in MDA-MB-231-Zellen durch verschiedene TSA-
Dosierungen, in MCF-7-Zellen aber durch verschiedene TSA-Inkubationszeiten erzielt 
wird. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass der  Clusterin-Expressions-„Peak“ in MCF-7-
Zellen zeitlich mit dem Peak der p21- Expression zusammenfällt. Trotzdem konnte mit 
der Clusterin-p21-Immundoppelmarkierung weder in MCF-7- noch in MDA-MB-231-
Zellen ein kausaler Zusammenhang zwischen p21- und Clusterin-Expression 
nachgewiesen werden, was im Gegensatz zu publizierten Studien an Kolon-Karzinom-
Zellen steht. 
Zusammenfassend kann man feststellen, dass interessanterweise die Prozessierung des 
Clusterin-Proteins unter der Kultivierung mit dem HDAC-Inhibitor TSA in den 
untersuchten Mamma-Karzinom-Zelllinien deutliche Unterschiede aufweist. In 
Folgestudien sollte nun geklärt werden, ob die verschiedenen Mamma-Karzinom-
Zelllinien unterschiedlich empfindlich auf die zytotoxische Wirkung von TSA und in 
der Klinik verwendeten HDAC-Inhibitoren reagieren und ob die Empfindlichkeit mit 
der Clusterin-Isoform-Expression und -Prozessierung korreliert.  
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